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Untersuchungen iiber die Bildung und Zersetzung 
von Humusstoffen durch Mikroorganismen*. 


Von 
EBERHARD KUSTER. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 30. Mdrz 1949.) 


Das zahlreiche Vorkommen von Mikroorganismen aller Art im Boden 
lie schon seit langem vermuten, da8 diese an der Bildung von Humus- 
stoffen beteiligt seien. Schon mehrfach war die Bildung dunkler Stoffe 
durch verschiedene Organismen beobachtet worden, die den natiirlichen 
Humusstoffen ahnlich waren. Bekannt sind die Untersuchungen von 
VAN ITERSON an einem Cellulose zersetzenden Schimmelpilz, Pyreno- 
chaeta humicola, von RrpPeL/WAtrTER iiber das Aspergillin, den schwarzen 
Sporenfarbstoff von Aspergillus niger, von BorreLs und Brnr an 
Aspergillus niger und in neuester Zeit von LAatscH (1948) an Aktino- 
myceten. Da sich in den Versuchen von BEHR Aspergillus niger als ein 
geeignetes Versuchsobjekt erwies, wurde es von mir zu weiteren Unter- 
suchungen herangezogen, um die Beziehungen seiner dunklen Stoff- 
wechselprodukte zu den natiirlichen Humusstoffen aufzuklaren und 
weiterhin auch zu priifen, welche Mikroorganismen fiir den Abbau dieser 
Stoffe im Boden in Frage kommen. 


Methodik. 


Eine physiologisch alkalische Nahrlésung wird durch Asp. niger im Verlauf des 
Wachstums und der danach einsetzenden Autolyse rot, rotbraun und schlieBlich 
dunkelbraun-schwarz gefarbt. Die Ausgangslésung war folgendermaBen zusammen- 
gesetzt: 6% Rohrzucker, 0,48% NaNOg, 0,25% KH,PO,, 0,125% MgSO,, 0,005% 
ZnSO,. Die Losung war so ausbalanciert, daB der gesamte gebotene Stickstoff 
durch den Pilz voll verbraucht wurde. Das C/N-Verhaltnis der Ausgangslosung 
war hierfiir ausschlaggebend, es betrug 30:1. Da bei den Stickstoffbestimmungen 
des Autolysates ein Rest von unverbrauchtem Nitratstickstoff stérte, wurde stets 
die obige verhaltnismaBig wenig Nitrat enthaltende Nahrlésung verwandt. Es 
wurde mit 50 bzw. 100 cm* Lésung in 200- und 300 cem3-ERLENMEYER-Kolben gear- 
beitet, die vor dem Beimpfen im Autoklaven bei 1,5 Atm. sterilisiert worden waren. 

Als Versuchsobjekt diente Asp. niger Stamm Edendorf, der vor einigen Jahren 
aus der Liineburger Heide isoliert worden war und sich durch eine besonders 
schwarze Sporenfarbung und eine friih und intensiv einsetzende Autolyse mit 


* Auszug aus der Dissertation ,,E. Kiister: Untersuchungen an humus- 
ahnlichen Stoffen in den Autolyse-Produkten von Aspergillus niger“. Gottingen, 
Mathematisch-naturwissenschaftliche Fakultat, 1949. : 
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Dunkelfarbung auszeichnete. Nach durchschnittlich 30tagiger Kulturdauer war 
die Autolyse soweit fortgeschritten, daB die Lésung fast schwarz erschien, und auch 
das Mycel war tief dunkelbraun gefarbt und schmierig-weich geworden. Der Ver- 
lauf der py-Werte wahrend der Kultur zeigte infolge der starken Saurebildung 
gerade dieses Stammes zunachst ein Absinken vom Anfangs-px 5,8 bis zu px 3,5 
bis 4,0. Mit der einsetzenden Autolyse und der dabei erfolgenden Ammoniak- 
entwicklung wurde die Lésung wieder weniger sauer, um in einigen seltenen Fallen 
den Neutralpunkt zu erreichen. Meistens stellte sich jedoch ein End-py-Wert von 
6,6—6,8 ein. Zur py-Messung diente Lyphanpapier. 

Dem so gewonnenen Autolysat wurde als Vergleichslésung eine Na-humat- 
Losung des Bodens gegeniibergestellt, die durch Extraktion von humoser Garten- 
bzw. Komposterde mit NaF (1%) gewonnen worden war. Dabei wurden die von 
Soucrangegebenen Arbeitsvorschriften genau eingehalten. Zur Reinigung wurde die 
Extraktion mehrfach in verdiinnter Salzsaure ausgefallt und in 1% NaF wieder gelést- 

Als VergleichsmaBstab diente bei quantitativen Bestimmungen stets die Trocken- 
substanz, deren Werte bei verschiedenen Autolysatproben in einem geringen 
Schwankungsbereich von 0,67—0,75% lagen. GroBere Unterschiede zeigten sich 
bei den Bodenextraktionen je nach der Bodenart und dem Extraktionsmittel. 
Als solche dienten 1% NaF oder 0,5°% NaOH. Der zu den meisten Versuchen ver- 
wandte Bodenextrakt wurde durch Zugabe der 10fachen Menge des Extraktions- 
mittels (1% NaF) aus Gartenerde gewonnen. Die hierin bestimmte Trocken- 
substanz von 1,16% wurde als Vergleichswert fiir die weiteren Versuche heran- 
gezogen. Die oxydimetrische Huminsaurebestimmung erwies sich zur Festlegung 
des EinheitsmaBes als nicht geeignet, da jedes Asp.-Autolysat, auch wenn es unter 
den gleichen Kulturbedingungen hergestellt war, sehr unterschiedliche Werte 
zeigte. Diese Werte waren ein Zeichen dafiir, daB in jedem Kolben des gleichen 
Versuches verschiedene Mengen reduzierend wirkender organischer Stoffe durch 
den Pilz gebildet wurden. Die verschiedenen Bodenextraktionen zeigten nur wenig 
unterschiedliche Werte. 


Vergleich zwischen Boden- und Pilz-Humus. 


Humusstoffe lassen sich als braunschwarzer Niederschlag durch Mine- 
ralsiuren ausfallen, in Laugen wird der Niederschlag — ein besonderes 
Kennzeichen dieser Stoffgruppe— wieder gelést. Um bei gleicher Lé- 
sungsmenge eine vollstandige Ausfallung zu erhalten, muBte beim Auto- 
lysat etwa die 3—4fache Menge an verdiinnter (25%iger) Salzsiure 
verwandt werden. Nach Reinigung und Trocknung im Vakuum bei 
30—40° ergaben sich sehr unterschiedliche Werte im Gewicht der 
getrockneten Ausfallungen : 


250 cm*® Ausgangslésung Autolysat: 6,2 mg 
250 em? 6 Bodenlésung: 13,7 mg. 


Durch Abzug der N-Gehalte des Filtrates und des Waschwassers vom 
Gesamt-Stickstoff der Ausgangslésung wurde indirekt der N-Gehalt. 
des Riickstandes bestimmt; so ergaben sich folgende Werte: 

N-Gehalt in Prozent der Trockensubstanz des Riickstandes 


Autolysat: 27,20% 
Bodenlésung: 4,32% 
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Die hohe Zahl beim Autolysat ist wohl auf Beimengungen und leicht 
losliche Stoffe im doch nur unvollkommen gereinigten Praparat zuriick- 


zuafiihren. 


Die getrockneten Niederschlage beider Proben waren sich, rein auBer- 
lich gesehen, sehr ahnlich, tiefschwarz mit einem glimmrigen Glanz an 
der Oberflache und fettglinzenden Bruchstellen. Im getrockneten Zu- 
stand verlieren die Ausfallungen ihre Fahigkeit, sich in Wasser, Alkohol 
und anderen organischen Stoffen zu lésen. Dies unterscheidet die echten 
Huminsaéuren von ihren Vorstufen. Wahrend die getrocknete Boden- 
Ausfallung sowohl in kaltem als auch erwarmtem Wasser und Alkohol 
vollkommen unléslich war, war bei der getrockneten Autolysatfillung 
noch eine leichte Alkoholléslichkeit nach Erwirmen festzustellen. 


Es war in unserem Falle unméglich, die Farbe der Ausgangslésungen 
fiir einen Vergleich und eine Huminsdurebestimmung heranzuziehen. 
Trotz gleicher Kulturbedingungen zeigte jede Autolysatprobe nicht 
nur eine schwankende Farbtiefe, sondern auch eine andere Farbart. 
Von rotlich-braun, dunkelbraun, griinlich-schwarz bis zu schwarz waren 
alle Farbt6nungen vertreten. Im durchfallenden Licht machte das 
Autolysat den Eindruck einer unklaren, dunkelbraun-griinlich gefarbten 
Lésung, obwohl es mehrfach sauber filtriert war. Die verschiedenen 
Bodenextraktionen dagegen waren stets dunkelbraun-schwarz und im 
durchfallenden Licht dunkelrot-braun und klar. Auch bei Ubereinstim- 
mung der Konzentration und der px-Zahl hatten die beiden Vergleichs- 
l6sungen nicht die gleiche Farbe. 

Bei Laatscn (1944, 8.75 u. 81) sind einige Angaben iiber das Chromatogra- 
phieren von kiinstlichen Huminsauren zu finden. Danach werden im oberen Teil 
einer neutralen Aluminiumoxydsaule die hochmolekularen dunkelgefarbten Humin - 
siuren adsorbiert und darunter die niedrigmolekularen helleren Huminsaure - 
vorstufen. 

Bei Anwendung der chromatographischen Adsorptionsmethode auf 
meine beiden Vergleichsl6sungen ergaben sich ahnliche Verhaltnisse. 
Dazu wurden je 10 cm® Lésung gleicher Konzentration durch ein Quarz- 
rohr, das mit neutralem Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brock- 
MANN) gefiiltt war, hindurchgesaugt. Beobachtet wurde in nattrlichem 
und in ultraviolettem Licht. Im Chromatogramm wurden oben in einer 
Breite von 2—3 cm die dunklen Stoffanteile mit zanehmender Farbtiefe 
nach unten adsorbiert, um sich dann in einem scharfen Trennungsstrich 
von dem darunter liegenden helleren Anteil abzusetzen (Abb. 1). 


Beide Lésungen stimmen also ziemlich gut iiberein, abgesehen von der 
verschiedenen Breite des Farbbandes, die man mit dem hoheren Alter 
und der entsprechenden Anreicherung der dunklen echten Humusstoffe 


im Boden erkliren kann. 
1* 
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Wie sehr das Alter fiir die Bildung von Humusstoffen eine Rolle 
spielt, konnte auch bei einem Vergleich der beiden Lésungen hinsichtlich 
des prozentualen Anteils der verschiedenen N-Fraktionen am Gesamt- 

N-Gehalt beobachtet werden. Im 

weiB Autolysat wurde noch ein, wenn 

n 1 ome jy ®uch geringer Anteil an Amid- 
; und Amino-Stickstoff bestimmt, 
der in der Bodenlésung voll- 
kommen fehlte. Man muB also 
annehmen, daB die Umsetzung 

dieser Stoffe im Boden bereits 

wei so weit fortgeschritten ist, daB 
sie nicht mehr in Erscheinung 

treten, wahrend im Autolysat 

dieses Stadium der Entwicklung 

noch nicht erreicht ist. In der 
Bodenlésung fand sich nur Am- 

Bodenlésung Autolysat moniak, das etwa zu gleichen 
Abb. 1. Chromatographischer Vergleich mit der Teilen mit einem unbestimm- 
Aluminiumoxyd-Siiule von Boden- u. Pilz-Humus. 

baren Rest an der Zusammen- 
setzung des Gesamt-Stickstoffs beteiligt war. Bei der Bestimmung des 
Gesamt-Stickstoffs und der einzelnen N-Fraktionen wurden folgende 
Werte erhalten (Tab. 1): 


Tabelle 1. Stickstoff-Formen im Boden- und Pilz-Humus. 


Autolysat A Autolysat B Bodenlésung 
Gesamt-N . . ./38,516mg% = 100 /30,261mg% = 100 8,646 mg% = 100 
Ammoniak-N _ . | 18,012 mg% = 46,68 12,969 mg% = 42,85) 4,323 mg% = 50 
Amid-N . . .'.| 2,882mg% = 7,47| 2,357mg% = 7,57, — — 
Amino-N .. .| 0,718mg% = 1,86] 2,058mg% = 6,80| — — 
Heterocyclischer 
Kernstickstoff | 16,934 mg% = 43,99 | 12,877 mg% = 42,57| 4,323 mg% — 50 


Die Werte beziehen sich auf die Lésungen. 


Der Gesamt-Stickstoff wurde nach KJELDAHL bestimmt, der Amino-N 
nach v. SLYKE; vor und nach einer Siurehydrolyse wurde mit MgO 
destilliert und auf diese Weise der Ammoniak-N bestimmt und als 
Differenz der Amid-N berechnet. Bei allen Autolysat- und Bodenproben 
blieb ein nicht unerheblicher Rest vom Gesamt-Stickstoff iibrig, der 
nicht genauer bestimmt werden konnte. In beiden Vergleichslésungen 
wurden sowohl Phenole als auch Indol nachgewiesen. Der Nachweis der 
Phenole erfolgte mit Eisen(IIT)-chlorid (schwache Reaktion) und durch 
eine Reaktion mit diazotierter Sulfanilsiure, die zu hellrotbraunen Azo- 
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farbstoffen gekuppelt wird (nach Ruuss). Die Indolprobe wurde nach 
Kovacs mit p-Dimethyl-amino-benzaldehyd und Amylalkohol durch- 
gefiihrt. Es ist anzunehmen, da dieser Reststickstoff heterocyclisch 
gebunden ist. SuECcHTING und RiprEL vermuteten auch, daB der Stick- 
stoff im Humus in heterocyclischer Bindung vorliegen miisse, da er 
durch biologische und chemische Einfliisse sehr schwer angreifbar ist. 
DoJARENKO fand zwar in humusreichen Schwarzerden eine andere Auf- 
teilung des Gesamt-Stickstoffs in 1—2° Ammoniak-N, 40—50% 
Amino-N und 10% Amid-N, aber auch bei ihm blieb ein Rest von etwa 
40% unbestimmbar. In kiinstlichen Phenolhuminsauren hat Laatscu 
(1944) ein ziemlich konstantes Verhaltnis von Ammoniak zu Kernstick- 
stoff von 1,0—1,25:1 festgestellt. Zu anlichen Verhaltniswerten kommt 
man, in Ubereinstimmung dazu, auch bei den Bestimmungen im Auto- 
lysat und in einer NaF-Bodenextraktion. Der annihernd gleich hohe 
Anteil von Kernstickstoff im Verhaltnis zam Ammoniak in den beiden 
Vergleichslésungen spricht fiir eine ahnliche chemische Zusammen- 
setzung, soweit es sich um Stickstoffverbindungen handelt. 


Bedingungen der Bildung von Mikroorganismen-Humus. 

Bei Kohlenstoffbestimmungen an bewachsenen Asp.-Losungen ver- 
schiedenen Alters konnte festgestellt werden; daB nach Abzug des rest- 
lichen Glykose-Kohlenstoffs ein Rest an Kohlenstoff bleibt, der ziemlich 
konstant ist, sowohl in jungen noch nicht autolysierten, als auch in 
alten sehr stark dunkel gefarbten Losungen (Tab. 2). 


Tabelle 2. Kohlenstoffverteilung in verschieden alten Aspergillus-Kulturen. 


Alter Gesamt-C-Gehalt davon ne a ; 
der Lésung in % in % d. ea cien in % d. Pre eee 
10 Tage 2:57 89,0 = 2,288 11,0 = 0,282 
2 Omens 0,40 44.1 == 0,077 55,9 = 0,223 
SD pees 0,20 6,7 = 0,013 93,3 = 0,187 
‘sy: Se 0,26 — 100 = 0,260 
ine 0,30 — 100 = 0,300 
96 =CS, O24 7; —_ 100 = 0,240 


Die Werte beziehen sich auf die Losungen. 


In den jungen Asp.-Kulturen des hier verwandten Stammes Hdendorf 
hat sich ein intensiv roter Farbstoff gebildet, der, wie sehr viele Pilz- 
farbstoffe, N-frei ist und Chinoncharakter besitzt. Bei Betrachtung der 
Tab. 2 wird es einleuchtend, daB es im Verlauf der Autolyse zu keiner 
wesentlichen Ausscheidung von Kohlenstoffverbindungen kommt, son- 
dern da8 lediglich das freiwerdende Ammoniak in das bisher N-freie 
Farbstoffmolekiil eingebaut wird. Der rote Farbstoff wird auf diese 


6 EBERHARD KUSTER: 


Weise in eine stark dunkelgefarbte humusahnliche Form umgewandelt. 
Demnach scheint die Bedeutung der Mikroorganismen fiir die Humus- 
bildung in erster Linie darin zu liegen, daB sie solche Produkte aus- 
scheiden— Chinone usw.—, die durch einen weiteren, rein chemischen Vor- 
gang in dunkle Humusstoffe iibergefiihrt werden kénnen. Fiir Asp. niger 
miissen dazu verschiedene Bedingungen erfiillt sein: schwache Alkalitat 
des Mediums und starke Sauerstoffzufuhr. Eigene Versuche zeigten, daB 
der Pilz mindestens 18% O, bendtigt, um den erwaihnten roten Farb- 
stoff zu bilden; da es sich dabei um stark sauerstoffreiche Verbindungen 
wie Chinone handelt, ist das erklarlich. 


Azotobacter bietet ein weiteres Beispiel dafiir, daB die Dunkelfarbung 
von Kulturlésungen auf einem erhéhten Vorhandensein von organisch 
gebundenem Stickstoff in Form von Amino- oder heterocyclischen Ver- 
bindungen beruht. Die Beobachtungen von FIscHER, nach denen Azoto- 
bacter auf Na-benzoat als C- Quelle einen dunklen Stoff in die Nahrlésung 
ausscheidet, lieBen dies Objekt fiir solche Versuche geeignet erscheinen. 
In den Filtraten von bewachsenen Azotobacter-Kulturen wurden folgende 
Anteile der verschiedenen Stickstoff-Fraktionen bestimmt (Tab. 3). Die 
Bestimmungen erfolgten nach 10tagigem Wachstum auf Glykose- bzw. 
Na-benzoat-Lésungen. 


Tabelle 3. Stickstoff-Fraktionen bei Glykose bzw. Benzoat als C-Quelle 
in Azotobacter-Kulturen. 


| Glykose | Na-benzoat 
Gesamt=Ns Peay mee ns 12 969 mg% = 100 | 11 528mg% = 100 
FATOIOODUNK- IN, | alls inc sak laiedicelciaaule 7,926 mg% = 61,03} 5,044 mg% = 43,70 
SATNIDIOE IN|, msec. chats eat ess sae 0,059 mg% = 0,45| 1,337 mg% = 11,59 
Heterocyclischer Kernstickstoff . .| 4,984mg% = 38,52| 5,147mg% = 44,71 


Die Werte beziehen sich auf die Lésungen. 


Unter den gleichen Voraussetzungen wie bei den Asp.-Kulturen kann 
auch hier der unbestimmbare Reststickstoff als heterocyclischer Kern- 
stickstoff angesehen werden. Wesentlich scheint die Tatsache, daB in den 
dunkel gefiirbten Na-benzoat-Filtraten ein héherer Anteil an Amino-N 
und heterocyclischem Kernstickstoff vorhanden ist. Ob jedoch der Or- 
ganismus solche dunklen Stoffe, die meist aus Ringverbindungen be- 
stehen, leichter bildet und ausscheidet, wenn ringformige Verbindungen, 
wie hier das Na-benzoat, als alleinige oder zusitzliche C- Quelle gegeben 
werden, kann vorerst nur als eine Hypothese gewertet werden. Auch in 
der dunklen Na-benzoat-Lésung, in der sich beim Ansiuern eine braun- 
schwarze Ausfillung bemerkbar machte, lat sich, wie in dem Asp.- 
Autolysat und der Bodenextraktion, ein Verhaltnis von Ammoniak zu 
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heterocyclischem Kernstickstoff von 1:1 herauslesen. Anders liegt das 
Verhaltnis bei der Glykoselésung (3:2), bei der auch schon ROBERG nur 
50% Ammoniak-N, aber keinen Amino-Stickstoff finden konnte. 


Mikrobiologischer Abbau von Huminen bzw. Autolysaten. 


Zum Vergleich wurden die beiden filtrierten Kulturlésungen des eben 
erwahnten Azotobacter-Versuches mit Asp. niger beimpft und das Wachs- 
tum und besonders die Verwertbarkeit der von Azotobacter ausgeschiedenen 
Stickstoffverbindungen gepriift. Auch Rosere berichtet von einer Aus- 
nutzung des von Azotobacter assimilierten Stickstoffs durch Asp. niger. 
Das Wachstum auf den Filtraten von bewachsenen Glykose- bzw. Na- 
benzoat-Lésungen (50 cm* in 200 cm*-Kolben), denen zum Teil noch 5% 
Glykose zugesetzt wurde, unterschied sich sehr stark. DaB auf den Lé- 
sungen mit einer zusatzlichen Zuckergabe die Mycelentwicklung besser 
war, ist nicht verwunderlich. Erwahnenswert ist noch, da8 sich auf allen 
Na-benzoat-Filtraten ein graues Mycel, auf Glykose-Filtrat dagegen ein 
weiBes bildete. Die Sporenbildung blieb auf Na-benzoat gegentiber 
Glykose zuriick. 

Tab. 4 gibt Aufschlu8 tiber den Stickstoffverbrauch von Asp. niger 
auf diesen Lésungen nach 10tagigem Wachstum: 


Tabelle 4. Verwertung von Azotobacter-Filtrat durch Aspergillus niger. 


Sh Li 
Ss Oy 
Ausgangslésung davon is ay N-Gehalt folglich 453 
N-Gehalt NH,-N oy 2 der Restlésung | verbrauchter N Hie S 
as Bae 

rl ep {h ; ; ‘ : 
in mg in mg in% | As in mg in % | inmg in% | n% 

Glykose 

mit Zucker .. 6,48 3,96 60,95] 3,7 1,86 28,71] 4,62 71,29] 10,34 
mit Zucker .. 6,48 3,96 60,95 | 3,7 1,21 18,68) 5,27 81,32 | 20,37 
ohne Zucker . . 6,48 3,96 60,95] 6,8 1,97 30,56| 4,51 69,44] 8,49 
ohne Zucker . . 6,48 3,96 60,95} 6,8 0,89 13,74] 5,59 86,26 | 25,31 


Na-benzoat 
mit Zucker .. 5,76 2,52 43,75 | 4,5 1,71 29,69] 4,05 70,31 | 26,56 
mit Zucker .. 5,76 2,52 48,75 | 4,2 | 2,51 32,58) 3,25 56,42 | 12,67 
ohne Zucker . . 5,76 2,52 43,75) 8,2 | 4,07 70,65|] 1,69 29,35; — 
ohne Zucker . . 5,76 2,52 43,75) 7,5 | 2,93 50,86] 2,83 49,14] 5,39 


Obwohl diese Zahlen wenig ausgeglichen sind, lift sich daraus doch 
manches feststellen. Die Filtrate der Glykoselésungen werden mit und 
ohne Zuckerzusatz in ihrem N-Gehalt ziemlich gleichmaBig zu etwa 
10—20% iiber den Ammoniakgehalt der Anfangslésung hinaus angegriffen. 
Bei dem Na-benzoat-Filtrat ohne Zuckerzusatz wird entweder der 
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Ammoniakstickstoff nicht voll ausgenutzt, oder aber es wird zusatzlich 
ein geringer Teil des organisch gebundenen Stickstoffes verbraucht. 
Die Verwertung des ,,Nicht-Ammoniak-N“ steigt also bei Zuckerzusatz 
zum Teil erheblich an. Erklaren 1aBt sich diese Beobachtung mit der 
Ausnutzung der heterocyclischen N-Verbindungen, in denen der Stick- 
stoff wenigstens zum Teil ausgenutzt werden kann, und dessen Ver- 
wertung bei Zugabe einer zusitzlichen nicht ringformigen C- Quelle 
wesentlich gesteigert wird. In den Glykoselésungen liegt noch gentigend 
Kohlenstoff in nicht ringformiger Bindung vor, so daB eine erneute 
Zuckergabe den heterocyclischen Stickstoffverbrauch nicht so ansteigen 
1aBt. Aus der Literatur sind ahnliche Beobachtungen bekannt, wonach 
Huminsauren fiir Asp. niger wohl als N-, aber nicht als C- Quelle dienen 
konnen (REINITZER und NIKITINSKY). 

Bereits HorvatH und v. PLotHo zeigten, daB einige Proaktinomyceten- . 
Stamme in der Lage sind, heterocyclische N-Verbindungen, z. B. Pyridin 
oder Nicotin, als alleinige C- und N- Quelle zu verwerten. Ein Ansteigen 
des Verbrauchs von heterocyclischem Stickstoff bei einer zusatzlichen 
C-Gabe konnte ich ebenfalls bei diesen Organismen beobachten. In 
folgendem Versuch sollte die Verwertbarkeit des Stickstoffs im Asp.- 
Autolysat durch einen Nicotin-zersetzenden Proaktinomyceten gepriift 
werden, um das Ergebnis mit einigen anderen Loésungen zu vergleichen, 
in denen z. B. der Gesamtstickstoff anteilmaBig aus éhnlichen Fraktionen 
zusammengesetzt war wie im Autolysat. Folgende Lésungen (25 cm? in 
250 cm?-Kolben) wurden mit je 1 Ose einer 5 Tage alten Kultur von 
Proactinomyces citreus 2 beimpft und 9 Tage im Brutzimmer bei 27° 
stehen gelassen : 

1. Asp.-Autolysat mit 19,44 mg% N 
2. Ammonphosphatlésung nach JENSEN mit 1% Glykose und 
0,138% (NH,),HPO, = 27,56 mg% N 
bzw. 0,2 % (NH,),HPO, = 42,36 mg% N 
3. Nahrlésung nach Horvat mit 0,18% Nicotin = 31,48 mg% N 
baw. 0,12% 3 = 20,52 mg% N 
4, Asp.-Autolysat durchliiftet mit 15,44 mg% N 
5. Kombinierte Nicotin-Ammonphosphatlésung mit 0,09% Nicotin = 15,44 mg% N 
und 0,029% (NH,),HPO, = 4,3 mg% N 
6. Kombinierte Nicotin-Ammonphosphatlisung wie 5. mit 1% Glykose. 


In dem durchliifteten Autolysat Nr. 4 war das Ammoniak aus der alkalischen 
Lésung durch einen Luftstrom ausgetrieben und in einer n/10 H,SO,-Lésung wieder 
aufgefangen worden, in der es durch Titration mit n/10 NaOH bestimmt wurde. 
Zur Kontrolle wurde vor und nach dem Durchliiften der Gesamtstickstoff im 
Autolysat bestimmt. 

Gesamtstickstoff vor dem Durchliiften. . 19,44 mg%, 
Gesamtstickstoff nach dem Durcbliiften . 15,44 mg% 
folglich AmmoniakStickstoff. ...... 4,00 mg% 
Ammoniakstickstoff bei der Titration . . 3,96 mg% 
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In der kombinierten Lisung Nr. 5 wurde versucht, das Autolysat in bezug auf 
seine Stickstoffverbindungen zu » Synthetisieren‘’. Zu diesem Zweck wurde der 
»,Nicht-Ammoniakstickstoff“ in aquivalenter Menge als Nicotin, und das Ammo- 
niak als Ammoniumphosphat geboten. Zu dieser Lésung wurde nun weiterhin 
noch Glykose zugegeben (Liésung Nr. 6), da der Kohlenstoff im Nicotin fiir die 
Ausnutzung des Stickstoffes nicht ausreichte. 


Tab. 5 zeigt die Werte fiir den Stickstoffverbrauch in diesem Versuch. 
Innerhalb der Parallelen stimmen die erhaltenen Werte gut iiberein, 
aber nicht bei Versuchen, die zwar unter den gleichen Bedingungen, aber 
nicht zu gleicher Zeit durchgefiihrt wurden (siehe 1a und 1b). Die Werte 
fiir den Stickstoff, der auBer dem Ammoniak-N angegriffen wird, ent- 
sprechen sich gut bei den Losungen 1a und 5 bzw. 1b und 4. Dies scheint 
ein weiterer Beweis dafiir zu sein, daB im Autolysat organischer, hetero- 
eyclisch gebundener Stickstoff vorliegt, der ebenso wie das Nicotin durch 
diese Spezialisten angegriffen wird. Die Werte fiir das verbrauchte 
Nicotin liegen in der mit Ammoniak kombinierten Lésung niedriger 
als in der reinen Nicotinldsung und iibertreffen diese erst bei einer 
Zuckerzugabe. 


Tabelle 5. Verbrauch verschiedener Stickstoff-Formen durch Proactinomyces citreus 2. 


io) ai 
2é 38 
; ‘a @ | N-Verbrauch | 4 Bs 
Ausgangslésung davon NH,-N Anfangs- End- e Sj nach 9 Tagen | 9°43 
in m in Y ee om 3 
Weert I oat “te as Aas 
in mg inmg | inmg in% | n% 
la. Autolysat 4,86 1,00 20,57 6:7) WORT. || 32567)" 15305 26/5455;97 


S 4,86 | 1,00 20,57| 6,7 9,5 | 3,07 | 1,79 30,65 | 10,08 

1b. Autolysat 4,86 | 1,00 20,57] 6,6 84 | 2,67 | 2,19 45,06 | 24,49 
. 4,86 | 1,00 20,57] 6,6 9,6 | 2,52 | 2,34 48,15 | 27,58 
2a.Ammon- 6,89 | 6,89 100,00| 7,2 6,0 | 4,32 | 2,57 37,30 
phosphat 6,89 | 6,89 100,00] 7,2 5,8 | 4,47 | 2,42 35,12 
2b. Ammon- 10,59 | 10,59 100,00] 7,2 5,8 | 7,14 | 3,45 32,57 
phosphat 10,59 | 10,59 100,00| 7,2 5,8 | 7,78 | 2,81 26,53 


3a. Nicotin 7,87 — = 5,6 8,0 7,00 | 0,87 11,31 | 11,31 
5 7,87 = = 5,6 7,6 6,92 | 0,95 12,07 | 12,07 

3b. Nicotin 5,13 = — oRes. | AS! 4,54 | 0,59 11,48 | 11,48 
3 5,13 a = 6,8 7,5 4,47 | 0,66 12,86 | 12,86 

4. Autolysat 3,86 — = 6,6 8,4 2,95 | 0,91 23,57 | 23,57 
durchliiftet 3,86 aa aa 6,6 8,4 2:78, | 1,08: 27,97, | 27,97 


5. Kombiniert 4,93 1,07 270) 7,0. 7,6 3,53 | 1,40 28,39 | 6,69 
m0 4,93 1,07 PATA! | AO) IR 3,34 | 1,59 32,25 | 10,55 


6. Kombiniert 4,93 1,07 SAT) | OHS Atte 3,10 | 1,83 37,11 | 15,41 
m. Glykose 4,93 1,07 21570896; 65% 7,0 2,95 | 1,98 40,16 | 18,46 
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Mit einer Elektivlésung nach SonHNcEN mit Na-humat des Bodens 
bzw. Asp.-Autolysat als einziger C-Quelle wurden aus Garten- und 
Komposterde verschiedene M ycobakterien und Proaktinomyceten isoliert. 
Die meisten der auf diese Weise erhaltenen Proaktinomyceten waren gute 
Nicotinzersetzer. Die M ycobakterien, auch die aus der Institutssammlung 
hinzugezogenen, wuchsen nicht mit Nicotin als einziger C- und N- Quelle. 
2 dieser Stamme, Mycobacterium Stamm 109 und ein Nicotin-zersetzen- 
der Proactinomyces-Stamm 141, ebenso der schon oben erwahnte Nicotin- 
zersetzer Proactinomyces citreus 2 wurden auf eine NaF-Bodenextraktion 
geimpft, die nach der anfangs beschriebenen Art gewonnen wurde und der 
kein Nahrstoff zugesetzt worden war. Nach 9 Tagen wurden die Lésungen 
(25 cm? in 250-Kolben) zentrifugiert und in ihnen der Stickstoff be- 
stimmt (Tab. 6). 


Tabelle 6. Verwertung des Stickstoffs im Bodenhumus durch M ycobakterien 
und Proaktinomyceten. 


A EEO Pe . N-Gehalt N-Verbrauch em 
Stamm N-Geh. davon NH,-N der Lésung nach 9 Tagen bigherissy 
in mg in mg in % in mg in mg in % in % 
109 2,70 0,54 20,00 1,01 1,69 62,59 42,59 
109 2,70 0,54 20,00 1,87 0,83 30,74 10,74 
141 2,70 0,54 20,00 1,15 1,55 57,40 37,40 
141 2,70 0,54 20,00 1,59 1,11 4114 21,14 
citreus 2 2,70 0,54 20,00 2,31 0,39 14,44 — 
citreus 2 2,70 0,54 20,00 2,02 0,68 25,18 5,18 


Der pu- Wert blieb wahrend der 9tigigen Versuchsdauer konstant (7,6). 
Die Stickstoff-Verbrauchswerte schwankten fiir die einzelnen Stimme 
sehr stark, aber doch lieB sich daraus ersehen, daB die beiden Stimme 109 
und /4/ im Vergleich zu citreus 2 den heterocyclisch gebundenen Stick- 
stoff in der Bodenlésung sehr stark angreifen kénnen. Die Herkunft 
und Isolierungsmethode scheint fiir solche Stéimme wesentlich zu sein, 
denn Proactinomyces citreus 2, der ebenso wie 147 aus Komposterde 
stammt, wurde auf andere Weise erhalten (v. PLoTHO). 

Da das Bodenhumat durch Extraktion mit Natriumfluorid gewonnen war, so 
lag die Méglichkeit vor, daB die Ergebnisse dadurch vorgetaéuscht waren, zumal 
besondere Versuche ergeben hatten, da® tatsichlich Proactinomyceten gegen diesen 
Stoff unempfindlicher sind als Aspergillus niger. Deshalb wurde erneut ein durch 
Natronlauge-Extraktion gewonnenes Bodenhumat gepriift, wobei sich jedoch das 
gleiche Ergebnis herausstellte: Verwertung ohne Zuckerzusatz durch Proactinomy- 
ceten, keine durch Aspergillus. 

Bei dem Vergleich verschiedener neugewonnener Proaktinomyceten- 
und Mycobakterien-Stimme auf Asp.-Autolysat, in dem fast 70% des 
Gesamtstickstoffes als Ammoniak vorlagen, zeigte sich, daB alle Stimme 
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in ihrem Stickstoffverbrauch innerhalb der Ammoniakgrenze blieben. 
Je héher also der Ammoniakgehalt einer Lésung ist, um so weniger 
wird von dem restlichen cyclischen Stickstoff angegriffen. Dieser wird 
erst dann zum Verbrauch herangezogen, wenn der am leichtesten ver- 
wertbare Ammoniakstickstoff erschépft. ist. 

Dieselben Versuche wurden auch mit Asp. niger durchgefiihrt, dessen 
Wachstum sowohl auf einer Bodenhumuslisung als auch auf seinem 
Autolysat beobachtet wurde. Wahrend erst bei Zugabe von 5°% Glykose 
als zusadtzliche C- Quelle zum Autolysat sich Asp. niger schwach ent- 
wickelte, wurde bei der Bodenhumuslésung selbst nach Zusatz weiterer 
C- und N-Mengen kein Wachstum festgestellt. Im Autolysat standen 
also abgesehen von den Kohlenstoffverbindungen alle anderen Niahr- 
stoffe zur Verfiigung. 

RIpPEL/BEuR hatten bereits friiher gefunden, daB Asp. niger seine 
von ihm ausgeschiedenen Stickstoffverbindungen im Vergleich zu 
Pepton-N nur schlecht verwertet. In einem Autolysat, das 7,04% 
Ammoniak-N enthielt, waren nach ihren Ergebnissen 38,2 % des gebotenen 
Stickstoffs verbraucht worden, also 31% ,,Nicht-Ammoniakstickstoff“. 
Verschiedene Autolysatproben mit unterschiedlichem Ammoniakgehalt 
wurden mit Asp. niger beimpft (50 cm? in 200 cm3-Kolben mit 2,5 g 
Zuckerzusatz), und in ihnen nach 7tégigem Wachstum der Stickstoff- 
verbrauch bestimmt (Tab. 7). 


Tabelle 7. Verbrauch des Stickstoffs im Aspergillus-Autolysat durch diesen Pilz. 


2 of 

davon NH,-N 3 2 N-Verbrauch 2. 5 

Ausgangslésung pen ; st ote & 7 | nach 7 Tagen Be 

: 2 ee ee Ee 

inmg in% inmg | inmg in% in % 

Autolysat 31 18,20 | 12,43 68,29] 6,2 3,2] 5,34 | 12,86 70,66| 2,37 
oo 31 18,20 | 12,43 68,29) 6,2 3,2] 5,33 | 12,87 70,72] 2,43 

a Autolysat 31 12,43| 6,25 50,28) 6,2 3,2 | 5,63 | 6,80 54,71) 4,43 
+41 7.7. durchlift. 12,43 | 6,25 50,28] 6,2 3,2 | 5,93 | 6,50 52,30/ 2,02 
ahs Autolysat 26 15,13 | 6,48 42,85] 6,9 3,6] 4,76 | 10,37 68,54 | 25,69 
BS af, 26 1513, | 6,48 42,85] 6,9 3,6] 3,84 | 11,29 74,62 | 31,77 
| Autolysat 21 9,72 | 2,00 20,57] 6,9 3,6} 3,80 | 5,92 60,91) 40,34 
Autolysat 21 4,63 | — — | 6,9 5,0! 2,62 | 2,01 48,42 | 43,42 
l durchliiftet (nur 30 cm* Ausgangslésung) 
Autolysat Kein Wachstum 


pmo Locker { Bodenhumus-Lésung Kein Wachstum 

Auch hier erscheinen wieder dieselben Beziehungen zwischen der Hohe 
des Ammoniakgehaltes und dem Verbrauch des ,,Nicht-Ammoniak- 
stickstoffes‘‘ wie schon oben bei dem Proaktinomyceten- Versuch. Solange 
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dem Pilz geniigend Ammoniak zur Verfiigung steht, werden die orga- 
nischen Stickstoffverbindungen nicht oder nur sehr geringfiigig an- 
gegriffen. 


Zusammenfassung. 


Die chromatographische Untersuchung von Boden- und Pilzhumus 
sowie die Bestimmungen der verschiedenen Stickstoff-Fraktionen zeigen, 
daB von Aspergillus niger im Verlauf der Autolyse heterocyclische 
Stickstoffverbindungen ausgeschieden werden, wie sie in ahnlicher Form 
auch im Bodenhumus vorliegen. 

Es wurde weiterhin gefunden, da nur gewisse Proaktinomyceten- und 
Mycobakterien-Stimme, die mittels einer besonderen Elektivlo6sung aus 
Garten- und Komposterde isoliert worden waren, in der Lage sind, auf 
Aspergillus-Autolysat und Bodenhumuslésungen ohne irgendwelche 
Zusitze zu wachsen. Diese Stémme k6nnen also die C-Verbindungen 
des ,,Humus‘‘ im Boden und Autolysat abbauen. 

Diese Abbauversuche bestitigen die chemischen Untersuchungen, 
wonach in dem Aspergillus-Autolysat ebenso wie im Bodenhumus ein 
Teil des Stickstoffs in heterocyclischer Bindung vorliegen muB. 
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Beitrage zur Vitalfarbung von Pilzmycelien. 


II. Die Vitalfairbung 
von Phycomyces Blakesleeanus mit Acridinorange. 


Von 
HEINRICH JOHANNES. 


Mit 6 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 2. April 1949.) 


Untersuchungen tiber die Vitalfarbung der Zelle niederer Pflanzen liegen nur in ge- 
ringer Anzahl vor. Als erster farbte PFEFFER (1886) Plasmodien und Saprolegnien mit 
Methylenblau. Fortgefiihrt wurden die Arbeiten von GuILLIERMOND (1916—1937), 
MaNnGENOT (1933), SKUPIENSKI (1929) und StrucGER (1936, 1941). Als wesentliche 
Arbeiten tiber die Speicherung von Vitalfarbstoffen sind die von GRoHROCK (1935) 
und Biwnine (1936) zu nennen, von denen letzterer auch die sauren Farbstoffe 
untersuchte. Diese Arbeiten wurden von CoLLANDER und VIRTANEN (1938) und 
Kusrer (1940) erweitert. Alle die genannten Autoren aber benutzten nur die 
tiblichen Hellfeldfarbstoffe. Fluorescierende Farben wurden erstmalig von Jo- 
HANNES (1939, 1941) in den Dienst der protoplasmatischen Analyse von Pilzmycelien 
gestellt. Wostmann (1942) verwendete dann die Fluorochrome, aufbauend auf 
einer Arbeit von JaBLOKOWA (1939) zum Nachweis des Mycels von Ustilago tritici 
im Weizenkorn. 

Nachdem das Acridinorange durch die Untersuchungen von STRUGGER 
(1940—1943) eine groBe Bedeutung fiir die Protoplasmaforschung er- 
langt hat, soll im folgenden eine genaue Analyse der Speicherung des 
Acridinorange bei Phycomyces Blakesleeanus vorgenommen werden. Die 
Ergebnisse werden mit den schon frither (JOHANNES 1939) gewonnenen 
Erkenntnissen iiber die Speicherung basischer Farbstoffe durch Phyco- 
myces verglichen und kritisch beleuchtet. 


Uber die Anfarbemethodik der verschiedenen Pilzorgane wird immer in den 
betreffenden Abschnitten eingehend berichtet. Grundsatzlich wurden alle Far- 
bungen in gepufferten Farblosungen vorgenommen. Als Puffer dienten folgende 
Lésungen: I. Salzsaure n/10; II. primares Kaliumphosphat (KH,PO,): 9,078 g im 
Liter; III. sekundares Natriumphosphat (Na,HPO,): 11,876 g im Liter; IV. ter- 
tiares Kaliumphosphat (K,PO,):14,156 g im Liter. Durch geeignete Mischung mit 
doppelt destilliertem Wasser und den Farblésungen wurden die gewiinschten px- 
Werte geschaffen und regelmaBig mit der Pt-Wasserstoffelektrode gemessen. 

Nach der Farbung des Pilzes wurde die Untersuchung in den farblosen Puffern 
derselben Cg vorgenommen. Dazu verwandte ich entweder die groBe Fluorescenz- 
apparatur von ZeiB-Jena (10 Amp.), eine selbstgebaute Apparatur (13—I15 Amp.) 


1 Die Untersuchungen wurden 1944/45 im Botan. Institut der Tierarztlichen 
Hochschule Hannover begonnen. 
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oder die vereinfachte Apparatur von ZeiB-Jena mit einem Quecksilberbrenner 
als Lichtquelle. Zur Bestimmung der Eigenfluorescenz hatte ich die UV-Filter 
von Schott u. Gen.-Jena mit der Euphossperre zur Verfiigung, sonst verwendete 
ich viel das Blaulicht mit dem Filter BG 1 und BG 2 oder BG 3 mit einer Orange- 
sperre. 


I. Das Keimmyecel. 


1. Methodik. 


Schon bei friiheren Untersuchungen hatte es sich gezeigt, da fluorescenz- 
optische Beobachtungen an gefarbten Agarkulturen nur mit geringen VergrdBe- 
rungen vorgenommen werden kénnen. Der Agar adsorbiert die Fluorochrome so 
stark, daB er nicht nur Feinheiten des Objektes, sondern oft auch das weniger 
leuchtende Objekt iiberstrahlt. Wenn man aber sehr diinne Agarschichten ver- 
wandte, so bestand meistens die Gefahr, da8 sich auf diesem Nahrboden nur 
,,Hungermycelien‘‘ entwickelten. Bei den folgenden Untersuchungen wurden die 
Pilze- fiir die Farbungsanalyse der Keimmycelien auf einem Gummiarabicum- 
Nahrboden gezogen: 3% Malzextrakt und 8% Gummi arabicum wurden in der 
entsprechenden Menge Wasser verrieben und zur Quellung des Gummis etwa 
1 Std stehen gelassen. Je ein Tropfen davon kam in die Mitte eines hohlgeschliffenen 
Objekttragers, dessen Héhlungsrand mit einem Vaselinering versehen war. Nach- 
dem dieser Naihrboden mit einem kleinen Tropfen einer Sporenaufschwemmung 
beimpft worden war, wurde die Kammer mit einem Deckglas verschlossen. Nach 
12—20 Std konnten die Keimmycelien zur Untersuchung verwendet werden. 

Die Farbung erfolgte so, daB nach dem Abheben des Deckglases mit einer feinen 
Pipette einige Kubikzentimeter der gepufferten Farblésung (1:50000) auf den 
Nahrboden gebracht wurden. Nach wenigen Augenblicken hatte sich dieser gelést, 
und die ganze Mikrokultur konnte in der Pipette aufgenommen und auf einen neuen 
Objekttrager in einen neuen gepufferten Farbstofftropfen tibertragen werden. 
Um eine Uberfiairbung der Objekte zu vermeiden, wurde nach der Farbezeit die 
Farblésung mit dem aufgelésten Gummi arabicum auf der einen Seite des Deck- 
glases abgesogen und von der anderen Seite her durch einen farblosen Puffer 
derselben Cy ersetzt. 

Nach der Untersuchung habe ich alle Praparate auf Bierwiirzeagar abgeklatscht, 
die Zahl der Mycelien bestimmt und markiert und wenigstens 24 Std weiter- 
beobachtet, um von jedem Mycel und Fiarbungsbild eine Kontrolle iiber die auf- 
tretenden Schidigungen zu erhalten. 


2. Die Analyse. 

Schon im Laufe der Vorversuche erwies es sich als wichtig, das Bild 
in den ersten 2 min nach Beendigung der Farbung festzulegen, denn unter 
der Kinwirkung des UV-Lichtes (auch des Blau-Lichtes) verinderte 
sich oft schon in kiirzester Zeit das Bild, und es traten Schidigungen auf, 
auf die in einem spiteren Abschnitt besonders eingegangen werden soll. 


a) Die Ergebnisse der »Sofortuntersuchung™. 
Sie sind in Tab. 1 iibersichtlich zusammengefaBt. 


Um die einzelnen Farbungsbilder in den verschiedenen pxa-Bereichen 
besser zu iibersehen, soll nachfolgende Gruppenbildung gelten: 


pu = 2,5—3,1. 
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Durch die hohe Wasserstoffionenkonzentration treten sehr viele 
Plasmoptysen auf. Solche Keimmycelien wurden von der Untersuchung 
ausgeschlossen. Das war um so leichter méglich, als sie ja durch ihr 
grau-grtin, selten kupferrot gefarbtes Protoplasma schnell und einwand- 
frei zu erkennen waren. Das Auffinden der lebenden Mycelien machte 


Tabelle 1. Phycomyces Blakesleeanus. 
Farbung der Keimmycelien mit Acridinorange 1:50000. 


Membran Kern Vacuole 
PH Altere e Plasma § ae ‘ 
pporennent)ayphen ee Garygeorn | ny fae maria 
| | 
2,86 | J((+))| J ((+)) | J ((+)) = = | 
graugrun |graugriin |graugriin 
3,21 | ++ ++ bob — — 
kupferrot | kupferrot | kupferrot 
| eae oe ft __ oa 
kupferrot | kupferrot | kupferrot 
5,20 | +++ | +++ | +++ _ — 
kupferrot | kupferrot | kupferrot 
OPTI Sos se a Bo Cr) ((+)) 
kupferrot | kupferrot | kupferrot | blaugriin | gelbgriin 
G24-) +++ ah “re + (+) 
kupferrot | kupferrot | kupferrot | hellgriin | gelbgriin 
6,69 | +++ | +++ (+) +++ | ++4 ((+)) 
kupferrot | kupferrot | orange griin gelbgrtin 
6,90 ++ aah — a sea ab — ==) (GE) 
orangerot | orangerot grin gelbgrtin 
7,23 + - — RE +++ | — | — | (4) 
orange orange grin | gelbgriin 
7,84 2 ((+)) ~ +++ | +++ + | — + 
orange grin gelbgriin | grin 
8,89 a — _ +++ +++ + | — | ++ 
griin | gelbgriin | griin 
9,58 = = — +++ | +4++ | ++] 4+ | 44+ 
griin gelbgriin | griin Jorange 
0 = — +++ |] +44 | +4 | +4 [444+ 
grin gelbgriin | griin | rot 
iiber = = — +++ | 444+) ++ | ++ [444+ 
10,00 grin | gelbgriin | griin | rot 


Erlauterungen: Die Farbungsintensitaiten sind durch Kreuze bezeichnet: ((+-)) kaum erkennbare 
Farbung, (++) Fairbung sehr schwach, + Farbung schwach, +- Farbung gut sichtbar, +-+--++ Far- 
bung sehr stark und leuchtend. J = Imbibitionsfarbung. Die Intensitaét der Vacuolenkontraktion 
ist entsprechend den Firbungsintensititen durch Kreuze gekennzeichnet. 


aber in diesem Bereich einige Schwierigkeiten und muBte oft im Hellfeld 
vorgenommen werden, denn in dem sauren Gebiet speichern nicht einmal 
die Membranen den Farbstoff; ihre schwache, graugriine Imbibitions- 
farbung ist sehr schwer zu erkennen. 
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Das Bild andert sich aber schon erheblich im nachsten Bereich: 

ps = 3,1—5,5. 

Alle Membranen zeigen eine stark leuchtend kupferrote Fluorescenz. 
Es ist dabei gleich, ob es sich um eine alte Sporenhaut, die alteren oder 
jiingeren Hyphen handelt. Diese Farbung ist vollkommen unschadlich, 
wie die Kulturversuche einwandfrei ergaben. 


pa = 5,5—8,0. 


Noch bis px = 6,0 etwa bleiben die starken Membranfarbungen be- 
stehen, dann werden erst die Membranen der jungen Spitzen heller, 
orangerot, um dann endlich gegen px = 6,9 hin ganz zu verschwinden. 

Hier finden wir eine Parallele zu den 
Farbungsergebnissen mit Neutralrot (Jo- 
HANNES, 1939). Die Membranfarbung der 
alteren Hyphenteile und der Sporenhaut 
nimmt erst mit abnehmender Wasser- 
stoffionenkonzentration bis pH = 8,0 je 
nach ihrem Alter ab. 

Mit dem Verschwinden der Membran- 
fiirbung beginnt das Innere des Pilzes 
Abb. 1. Fluorescenzaufnahme eines 2Ufzuleuchten. Anfangs tritt eine sehr 
ae FF a ean di asd schwache blau-griine, diffuse Farbung im 
1:50000 px = 6,88 vital gefirbt sind. Protoplasma auf, die natiirlich nur ganz 

eindeutig in den jungen Hyphen zu er- 
kennen ist, weil hier mit dem Abnehmen der Membranfarbung ein 
besserer Einblick méglich ist. Von px = 6,5 ab fluoresciert das Plasma 
stirker griin. Jetzt ist es auch in den alteren Hyphen durchschimmernd 
zu erkennen, und man sieht bei genauerer Betrachtung seine fidige 
Struktur, wie sie am besten die Abb. 1 wiedergibt und wie sie im 
Phasenkontrastbild ohne jede Fiarbung bestatigt werden konnte. Diese 
diffuse Plasmafarbung tritt in allen nun folgenden pu-Bereichen weiter- 


hin in griiner Farbe auf. 

Ktwa zur selben Zeit, wenn sich das Plasma firbt, beginnen auch die 
Caryosome der Kerne das Acridinorange zu speichern. Der Farbton ist 
heller, so daB ein Erkennen méglich ist. Im einzelnen soll auf die Kern- 
farbung im folgenden Abschnitt naher eingegangen werden. Vereinzelt 
ist Vacuolenkontraktion schon erkennbar. 


pH = 8,0—9,5. 

In diesem Bereich herrschen gritne Plasma- und Kernfarbung vor. 
Doch deutet Vacuolenkontraktion darauf hin, daB auch die Vacuolen 
schon Farbstoff gespeichert haben. Auch die normale fadige Struktur 
des Plasmas mit den darin eingebetteten Kernen ist nicht mehr deutlich. 
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Das Plasma ist ganz leicht ,,vakuolisiert“‘, zeigt feinschaumige Struktur 
und 1aé8t die Plasmastro6mung vermissen. Die Kerne treten deutlicher 
als bisher hervor, und die Caryosome fiirben sich oft schon leicht gelblich. 
Es scheint auch, als ob sich die Kernmembran abhebt. Bei der 
Kleinheit der Kerne ist das aber schwer zu beurteilen. 


pa = 9,5—11,6. 

Das Plasma zeigt keine Farbiinderung bei den Kurzfairbungen. Die 
Kerne erhalten neben den hellen Caryosomen jetzt eine griinliche 
Grundsubstanz, die bisher nur als dunkler Hof zu erkennen war. Die 
Kerne erscheinen recht gro8, sind aber wahrscheinlich schon etwas 
blasig aufgequollen. Die Plasmastrémung ist, wie im Bereich px = 8,0 
bis 9,5, sehr selten zu bemerken, und die Struktur des Plasmas deutet 
auf geringe, sicher noch reversible Ausflockungen hin. Die Vacuolen 
speichern den Farbstoff diffus rétlich oder rot, tiber px 10,0 sogar 
kupferrot in der Farbe der Membranen in den sauren Bereichen. Doch 
halt diese diffuse Farbung nicht lange vor, sehr schnell entmischt sich 
der Zellsaft, und die entstehenden Farbtrépfchen sammeln sich an den 
Enden der Vacuolen zu Kappen. Die weiteren Veranderungen bewirken 
dann meist schon erhebliche Schadigungen. Mit der Vacuolenfarbung 
geht eine sehr starke Vacuolenkontraktion einher. 


b) Die Kerne. 


Wie ich schon im vorhergehenden Abschnitt zeigte, farben sich von 
px — 5,5 an auch die Caryosome der Kerne des Phycomyces mit Acridin- 
orange. Die Farbung ist im schwach sauren Bereich unschadlich, d. h. 
bei maBiger Bestrahlung mit Blau-Licht 
oder UV-Licht ist es méglich, Keim- 
mycelien, deren Kern-Caryosome gefarbt 
sind, zu normalen Mycelien heranwachsen 
zu lassen. Auch die Mycelien beider Ge- 
schlechter, deren Plasma und Kerne im 
schwach sauren Bereich gefarbt sind, 
bilden normale Kopulationsorgane und 
Zygoten. Schidigungen treten hier nur 
auf, wenn das Wachstum unter staérkerem Abb. 2. Phycomyces Blakesleeanus, 
Lichteinflu8 vor sich geht. Eine Bestrah- *°™ Lines eas ee eae 
lung bis zu 200 Lux lat die photodyna- 
mische Wirkung des Farbstoffes noch nicht zur Geltung kommen. 

Zur Untersuchung der Kernstrukturen eignet sich am besten eine 
gepufferte Farblosung 1:50000 vom px = 7—8. Schon nach wenigen 
Sekunden Farbezeit zeigt das Plasma eine leuchtend griine Fluorescenz, 


und in ihm sind die hellgriin fluorescierenden Caryosome der Kerne 
2 
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leicht zu erkennen. Der feinere Bau der Phycomyces-Kerne ist in Abb. 2 
dargestellt. Es handelt sich hier um einen typischen Protistenkern, wie 
er von Bear (1926, 8. 307, Fig. 253) von Achlya, Ancylistes, Albugo, 
Mucor, Empusa und Basidiobolus dargestellt ist. Charakteristisch fir 
den Phycomyces-Kern ist, daB das Caryosom immer exzentrisch liegt. 
Teilweise ist es dann als Ellipsoid oder Paraboloid erkennbar. Ich habe 
nie gefunden, daB es die zentrale Stellung einnahm, wie bei den groBen 
Kernen von Basidiobolus ranarum. Die Kerne der Foraminiferen zeigen 
eine ahnliche exzentrische Lage des Caryosoms. 

Bei der Farbung mit Acridinorange ist das Caryosom stets homogen 
gefarbt, und zwar in denselben pu-Bereichen wie das Plasma. Die Kern- 
grundsubstanz dagegen, die das Acridinorange erst von px = 8 ab auf- 
nimmt, ist von inhomogenem, scholligen Bau (Schidigungen). Wenn 
auch die Kerne gré@er sind als bisher angenommen wurde und sie durch 
Quellung im alkalischen Bereich noch gréBer werden, so ist es doch 
nicht leicht, Einzelheiten iiber die Struktur der Ruhekerne auszusagen. 
Erschwert wird es dadurch, daB bei den genannten Quellungen jede 
Struktur verschwindet. 

Die Verteilung der Kerne in den Hyphen scheint keinem Gesetz zu 
unterliegen. Fast regellos liegen sie im Plasmabelag. Immer wieder- 
kehrend aber findet man, daf mindestens ein Kern an der Spitze wach- 
sender Hyphen liegt, bzw. dort, wo Seitenzweige an alteren Hyphen 
gebildet werden. 


c) Nekrosen. 


Im folgenden Abschnitt soll kurz auf die Farbungsbilder eingegangen 
werden, die durch Bestrahlung mit UV- oder Blau-Licht entstehen und 
die besonders im alkalischen Bereich als Nekrosen anzusehen sind, weil 
sie immer zum Zelltode fiihren. Nicht in allen px-Bereichen ist die Ein- 
wirkung des Lichtes gleich stark. So schadigt z. B. eine einstiindige Be- 
strahlung von UV- oder Blau-Licht im sauren Bereich bei px = 3—4,5 
die Mycelien mit einer Membranfiirbung verhiltnismaiBig wenig. Wohl 
wird das Wachstum sistiert, doch ist diese Schadigung innerhalb einiger 
Stunden reversibel; die Keimmycelien wachsen zu normalen Kulturen 
heran. Schwerer und gar irreversibel ist die photodynamische Wirkung 
im schwach sauren und alkalischen Bereich. Hier lassen sich die plas- 
matisch griinen Keimmycelien auch im Dunkeln nicht immer ganz 
normal weiterkultivieren, und schon kiirzere Bestrahlungen mit kurz- 
welligem Licht fithren zum Absterben der Zellen. An einigen Beispielen 
soll das niiher beschrieben werden: 

1, Kin junges Keimmycel, etwa 24 Std alt, bereits vor 19 min bei 
pu = 6,24 2 min lang gefirbt, wiichst in diesem Zustand im Praparat 
im Dunkeln und zeigt folgendes Farbungsbild (vgl. dazu Tab. 2). Die 
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Sporenhaut und altesten Hyphen leuchten mit starker Membranfarbung 
kupferrot. Die jungen Hyphen dagegen sind nur schwach orangerot ge- 
firbt, aber ihr Plasma leuchtet schwach griin. In der fadigen Struktur 
des Plasmas, das sich in Strémung befindet, sind die Kerne hellgriin 
eingebettet. Es ist das typische Bild eines normal wachsenden Mycels. 
Nach 3 min Bestrahlung nimmt die Farbung der alten Hyphen merklich 
ab, Plasma- und Kernfiarbung verstarken sich; noch bleiben die Plasma- 
stromung und die normale fadige Struktur erhalten. Nach 8 min Ein- 
wirkung des Blau-Lichtes verliert die Sporenhaut etwas an Farb- 
intensitat, und die jungen Hyphen zeigen nur noch hellgriine, aber 
starkere Plasmafarbung. Auch die Kerne sind deutlicher geworden; das 
bisher griine Caryosom wird gelb-griin. Eine Plasmastrémung ist nur 
noch in seltenen Fallen nachweisbar, und aus dem fadigen Protoplasma 
wird eine klein-schaumige Masse. In diesem Zustand sind die Schadi- 
gungen noch reversibel, d.h. dieses Plasma ist befahigt, im Dunkeln 
seine normalen Funktionen wieder aufzunehmen. Nach 13 min Ein- 
wirkung kurzwelligen Lichtes werden die Schadigungen irreversibel und 
fiihren jetzt schnell zum Zelltod. Die Plasmafiarbung wird gelblicher, die 
Caryosome der Kerne leuchtend gelb, Plasmastrémung fehlt, das Plasma 
ist stark-schaumig. Nach weiteren 3 min wird es sogar grob-schaumig 
und gelb, die Caryosome der jetzt gelb-griinen Kerne leuchten rosa und 
werden nach 18 min Bestrahlung leuchtend rot in der gelben Grund- 
substanz, das Plasma farbt sich rotlich und beginnt grob-kérnig auszu- 
flocken. Nach 21 min ist alles homogen kupferrot gefarbt, sofern noch 
geniigend Farbstoff im Praparat vorhanden war. Das Mycel ist abge- 
storben. 

2. Viel schneller verlaiuft der eben geschilderte Vorgang, wenn es sich 
um Keimmycelien handelt, die im stark alkalischen Bereich angefarbt 
wurden. Im angefiihrten Beispiel sind Keimmycelien 2 min lang bei 
px = 9,24 gefiirbt worden und wuchsen so schon 17 min im Dunkeln 
(Tab. 3). Das Bild, das sich ohne Bestrahlung noch einige Zeit erhalten 
wirde, zeigt neben einer intensiven Plasma- und Kernfirbung eine 
diffuse, kupferrot leuchtende Vacuolenfairbung. Die Struktur des Proto- 
plasmas ist nicht mehr in allen seinen Teilen fadig, denn starke Vacuolen- 
kontraktion hat besonders in den jungen Hyphen diese Konfiguration 
zerstort. Auch die Plasmastrémung ist verhaltnismaBig schwach und 
nicht immer mehr nachzuweisen. Trotz allem aber waren auch diese 
Mycelien in vélliger Dunkelheit noch kultivierbar. Schon nach 2 min 
Bestrahlung nimmt das Plasma fein-schaumige Struktur an, die Plasma- 
strémung hort ganz auf, die Caryosome der Kerne werden gelb-griin. 
Nach 4 min entmischen sich die Vacuolen und kleine orangerote Trépf- 
chen bewegen sich mit BRownscher Molekularbewegung im Zellsaftraum. 
Nach 6 min ist das Plasma grob-schaumig geworden, die Kerne gelb- 
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griin mit rosa Caryosom, die diffuse Farbung der Vacuolen hat sich 
vollstindig entmischt, und die gelb-roten Trépfchen sammeln sich 
kappenférmig an ihren beiden Enden. Eine halbe Minute spater flockt 
das Plasma grob-kérnig aus, die Caryosome werden rot, und nach 7 min 
Bestrahlung dringt der Farbstoff der Vacuole durch den Tonoplasten 
hindurch in das Plasma, das sich fast schlagartig gelb und rot farbt. 
Wenige Sekunden spater ist dann das Mycel abgestorben und leuchtet 
kupferrot ohne jede Differenzierung. 

3. Keimmycelien, die etwa bei pu = 11 angefarbt wurden, sterben in 
noch schnellerer Zeit ab. Wohl treten die soeben beschriebenen Farbungs- 
bilder und Entmischungsstufen auf, doch kann dann dieser Vorgang 
schon in 10—30 sec ablaufen. 


II. Die Spore. 


1. Die ungequollene Spore. 
a) Kurzfarbungen. 


Nachdem wir bei der Farbung des Keimmycels gesehen haben, dab 
die alte Sporenmembran immer bis weit in den alkalischen Bereich 
hinein noch die Ionen des Acridinoranges speicherte, ist es von Inter- 
esse, die Farbung der ungequollenen Sporen naher zu analysieren. Zur 
Methodik sei folgendes gesagt: 

In einem kleinen Rohrchen wurde eine Sporenaufschwemmung einer 
Kultur des Phycomyces, die mindestens 10 Tage alt war, in Acridin- 
orange 1:50000 verschiedener pu-Werte in doppelt destill. Wasser her- 
gestellt. Ein Tropfen dieser Aufschwemmung wurde im Fluorescenz- 
mikroskop untersucht. Es ist dabei wiederum darauf zu achten, daB die 
Farbe im UberschuB vorhanden ist, um gegebenenfalls totes Plasma 
vom lebenden unterscheiden zu kénnen. 

Die Ergebnisse der Kurzfiirbungen von 2—15 min sind in Tab. 4 zu- 
sammengestellt. Sie zeigen, daB bis zu einem pu-Bereich von px = 6,0 


Tabelle 4. Phycomyces Blakesleeanus. 
Kurzfarbungen ungekeimter Sporen mit Acridinorange 1:50000. 
(Fairbungsintensitiiten entsprechend der Tab. 1.) 


Kern 
PH Membran Plasma _ ——— Vacuole 
Caryosom | Grundsubstanz 

2,80 = a ie ro ah 

3,18 ~ - e _ aad 

3,42 aa ride Si oe — 

6,16 — ((-++)) = ast ug 

7,06 <p (+) (GS) ay sa 

7,74 — + + (+) — 
10,30 a t++ Hat Hf heh - 
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keinerlei Farbung sichtbar wird. Erst bei px = 6,16 tritt in wenigen 
Sporen eine blaB-griine Plasmafirbung auf, die sich um pu = 7,0 herum 
um weniges verstarkt. Zugleich firbt sich das Caryosom der Kerne 
schwach gelb, wahrend die Grundsubstanz noch unsichtbar bleibt. Diese 
wird erst deutlich bei etwa px 7,7. Wenn auch schwach, so ist sie doch 
einwandfrei gegentiber dem jetzt stiirker leuchtenden Caryosom und 
Plasma zu erkennen. Noch weiter zum alkalischen Bereich hin verstarkt 
sich die Farbung des Plasmas, des Caryosoms und der Kerngrund- 
substanz. Auffallend ist: 1. daB sich bei diesen , Kurzfairbungen‘ im 
sauren Bereich nie eine Membranfairbung zeigt und 2. im alkalischen 
Bereich nie eine Vacuolenfarbung sichtbar wird, obwohl in jeder Spore 
wenigstens eine Vacuole vorhanden ist. 

Um diesen beiden offenen Fragen nahertreten zu kénnen, wurden 
langere Farbungen vorgenommen. Bei diesen ,,Langfirbungen‘ fand 
ich verschiedene Farbungstypen, die eingangs kurz zusammengestellt 
sein m6ogen: 


I. Ungefdrbt: Nur im Hellfeld erkennbar, da keine Eigenfluorescenz (primare 
Fluorescenz) vorhanden. 
Il. Grin: a) keine Membranfarbung, Plasma blau-griin, Kerne sehr schwach 
zu sehen. 
b) Rostrote Membranfarbung, Plasma griin, heller als bei a), 
Kerne hellgriin, deutlich das Caryosom; die Grundsubstanz ist 
wie das Plasma gefarbt, daher erscheinen die Kerne sehr klein, 
denn nur das Caryosom fallt auf. 


III. Gelb: Keine Membranfarbung, Plasma hellgriin bis gelb, Kerne gelb, 
oft schon mit rosa Caryosom. 


IV. Orange: Keine Membranfarbung, Plasma orangerot, Kerne gelb, 
Caryosom rot. 

V. Rot: Keine Membranfarbung, gesamter Inhalt der Sporen rot ohne 
jegliche Differenzierung der Organzellen. 


b) Farbungen von 1 Std. 


LieB ich die Sporenaufschwemmung 1 Std lang in einer gepufferten 
Acridinorangelésung 1:50000 verschiedener pxu-Werte und untersuchte 
dann, so zeigten sich die Farbungsergebnisse, wie sie in der linken Halfte 
der Tab. 5 dargestellt sind, d.h. bis etwa zum Neutralpunkt ist bei 
weitem der héchste Prozentsatz der Sporen ungefiarbt, und erst zum 
alkalischen Bereich hin nehmen die Farbungstypen II—V zu. Ein Ver- 
gleich mit den ,,Kurzfarbungen“ zeigt wohl eine Ubereinstimmung, 
doch scheint den Farbungstypen III und IV besondere Bedeutung zu- 
zukommen. So wurden von jedem untersuchten Praparat zur selben 
Zeit auch Malzagarplatten beimpft und nach etwa 24 Std ausgezahlt, 
wieviel Sporen gekeimt waren und wieviel nicht. Die Ergebnisse sehen 
wir in der rechten Halfte der Tab. 5 zusammengestellt. Aus ihnen ist 
deutlich zu entnehmen, da& die Farbungstypen I (ungefarbt) und IT 
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Tabelle 5. Phycomyces Blakesleeanus. 


Zahlung und Wachstumskontrolle gefarbter Sporen. 


Angefiarbt am 3.10. 44, 16.30 Uhr in AO 1:50000. 

Ausgezihlt am 3.10. 44 bis 17.50 Uhr. 

Geimpft sofort nach Ausziihlung bis 17.50 Uhr. 

Platten ausgezihlt am 4.10.44 21.00 Uhr. 
nn UU UU EUUEUEEIEI ES SSSSS SSUES 


Fiarbungen in % Wachstum in % 
PH 
at griin gelb orange rot gekeimt nicht gekeimt 
ee ee ee et 

2,86 99 1 | | 100 -- 

2,89 99 1 — — — 100 — 

6,40 91 9 — a Kies 100 —_— 

7,29 78 20 1 — |} 1 100 — 

8,46 — 27 35 32 6 30 70 
10,12 — 6,5 14,5 71,5 4,5 37 | 63 


(grin) wirklich lebende Sporen darstellen und da mit den Farbungs- 
typen III (gelb) bis V (rot) irreversibel geschiidigte Sporen, die nicht 
mehr auskeimen, erfaBt werden. Die Diskrepanz zwischen den 6,5% 
griin gefarbten Sporen und den 37% gekeimten Sporen bei px = 10,12 
mag ihre Erklarung darin finden, da beim Auszahlen der Farbungs- 
typen stets sehr streng beurteilt wurde. 


c) Langfairbungen von 9 Std. 


Die Keimungszeit der Phycomyces-Sporen wird normalerweise auf 
8—12 Std festgelegt. Doch gilt diese Zeit nur, wenn sie sich im ange- 
feuchteten organischen Milieu befinden. Liegen sie vollkommen submers 
in einer gr6Beren Fliissigkeitsmenge, die frei von organischen Nahrstoffen 
ist, so kann die Keimungszeit bis tiber 30 Std hinausgeschoben werden 
(vgl. BureErr, 1914, 8. 260). Es ist dabei natiirlich nicht ausgeschlossen, 
daB ein geringer Prozentsatz der Sporen doch zur Keimung schreitet, 
aber diese sind dann schon an ihrer GréBe (durch die Wasseraufnahme) 
zu erkennen und wurden tunlichst von der Beobachtung ausgeschlossen. 
Die Methode der Keimungskontrolle war die gleiche wie vorher. Die Er- 
gebnisse zeigen im groBen und ganzen das oben geschilderte Bild. Um 
den Neutralpunkt herum sinkt mit dem starken Eindringen des Acridin- 
orange auch die Keimfihigkeit. Besonders deutlich wird auch hier, daB 
die Farbungstypen III und IV als schidigende Nekroseerscheinungen 
anzusehen sind, wie wir sie schon beim Keimmycel kennenlernten. 


d) Langfirbungen von 28 Std. 

Bei dieser langen Fiirbezeit wird deutlich, da® schon kurz vor dem 
Neutralpunkt die Keimkraft stiirker nachlaBt als vorher, doch ist das 
nicht allein auf die Wirkung des eindringenden Acridinoranges zuriick- 
zufiihren, sondern auch auf die OH-Ionen, wie einige Kontrollversuche 
bestiatigten. Eine Vacuolenfirbung war noch nie zu beobachten. 
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Weiterhin ist hier auffallend, daB nur noch bei pa = 3,8 68.5% un: 
gefarbte Sporen vorhanden waren, und da dann weiter zum alkalischen 
Bereich hin ungefiirbte Sporen tiberhaupt nicht mehr auftraten. Diese 
Frage wird ihre Erklirung im folgenden Abschnitt finden. 


2. Die quellende und keimende Spore. 


Die Vitalfirbungsanalyse der quellenden und keimenden Spore erfolet 
so, daB Sporen eines + - oder —-Stammes in 3% Malzlésung ein- 
gequollen wurden. Von Zeit zu Zeit, etwa alle Viertelstunde, entnahm ich 
einen Tropfen der Sporenaufschwemmung und farbte ihn auf dem Ob- 
jekttrager mit Acridinorange 1:10000, pa = 7,03 im UberschuB an. 
Alle untersuchten Stimme und Geschlechter verhielten sich etwa gleich, 
so dafi im folgenden nur ein Beispiel herausgegriffen wird. Aus den Er- 
gebnissen des +-Stammes geht hervor, daB in den ersten 2 Std keinerlei 
Farbung auftritt. Die Sporen sind, da sie keine primire Fluorescenz 
zeigen, im UV-Licht unsichtbar. Erst nach 2 Std beginnt eine leichte 
Membranfarbung braunrot aufzuleuchten. 

Wieder tritt uns die auffallende Erscheinung entgegen, da sich aus- 
gereifte Phycomyces-Sporen erst nach langerer Quellungszeit, in diesem 
Falle nach 2 Std., anfarben lassen. Zur selben Zeit bemerkt man, da 
die Flissigkeit der Sporenaufschwemmung eine olivgriine Farbe ange- 
nommen hat. Es mu also ein Stoff aus der Spore in die sie umgebende 
Fliissigkeit diffundiert sein. Es handelt sich hierbei um das von SCHOPFER 
(1940) beschriebene Pigment. Ich fand, da8 es stark fluorescenzléschend 
wirkt, denn die Beobachtung der Sporen im Hellfeld zeigt eine deutliche 
Membranfirbung, die nur durch das fluorescenzl6schende Pigment so- 
lange nicht im Blaulicht deutlich werden kann, bis das Pigment heraus- 
gelost ist. 

Eine leichte, diffuse, griine Plasmafirbung beginnt erst nach etwa 
314%4—4 Std Quellungszeit. Um diese Zeit werden auch die ersten Kerne 
sichtbar, und zwar leuchten anfangs besonders stark die Caryosome als 
kleine Piinktchen gelb durch das gritne Plasma und spater die Kern- 
grundsubstanz als schwach hellgriiner Hof. 

Von 4—5 Std Quellungszeit an nimmt die Spore schnell an GroBe zu. 
Als erstes bemerkt man, daB sich die Vacuole in ihr vergr6Bert und sich 
hin und wieder noch ein oder zwei (manchmal auch mehrere) Vacuolen 
neu hinzubilden. In diesen Vacuolen aber treten im alkalischen Bereich 
auch Farbspeicherungen auf. Von etwa px = 8,0 ab waren erst vereinzelt 
rote Trépfchen in den Vacuolen erkennbar, die sich nach dem alkalischen 
Bereich hin noch vergréBerten und vermehrten. Sie ergaben dasselbe 
Bild, wie die ,,Trépfchenspeicherung bei Neutralrot (JOHANNES, 1939). 

Gleich nach der ersten VergroBerung und Vermehrung der Vacuolen 
treten auch die ersten Kernteilungen auf. Aus der durchschnittlich 
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4- bis 6-kernigen Spore werden Sporen von 18 und mehr Kernen. So zeigt 
uns die Abb. 3 eine stark gequollene Spore mit mehreren Vacuolen und 
Kernen. Das geschah etwa in der Zeit von 6—8 Std nach Beginn der 
Einquellung. Eine kurz vor der Keimung stehende Spore, die 7 Std 
eingequollen war und dann durch leichten Druck auf das Deckglas zum 
Platzen gebracht wurde, veranschaulicht Abb. 4. Deutlich sind die rot- 
fluoreszierende Sporenhaut und das herausgetretene Plasma zu erkennen. 
Eingebettet im Plasma liegen 13 Kerne, bei denen wir gut das helle, 
leuchtende Caryosom erkennen 
kénnen. Da es sich hier um eine 
postvitale Farbung handelt, er- 
scheinen die Kerne bedeutend 


Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Fluorescenzaufnahme einer stark gequollenen Phycomyces-Spore. Gefiirbt mit Acridin- 
orange 1:50000. Erlauterungen im Text (Orig.). 


Abb. 4. Phycomyces-Spore kurz vor der Keimung durch Druck auf das Deckglas zerplatzt. Gefirbt 
mit Acridinorange. Niiheres siehe Text. 


groBer, als sie im normalen Zustand sind; wir haben hier den auf- 
gequollenen Blasenkern vor uns. 

Nach etwa 71% Std bilden sich dann die ersten Keimschliuche. 

Fassen wir noch einmal kurz zusammen, so lassen sich folgende physio- 

. y oo ; sf 
logische Veraénderungen an der quellenden Spore in 3°,iger Malzlésung 
feststellen : 

a) In den ersten 2 Std wird ein fluorescenzléschendes Pigment ab- 

. 1 . oye : : 
gegeben, eine Speicherung des Acridinoranges in der Membran ist nur 
im Hellfeld zu erkennen. 
oe ae eae he ; . 

b) Nach 2% Std tritt im UV-Licht sichtbare kupferrote Membran- 
farbung auf. 

c) Nach rund 3 Std erscheint diffuse griine Plasmafirbung. 

1 . r . 

d) Nach 4 Std werden die ersten Kerne sichtbar. 
e) Nach 5 Std vergr6Bern und vermehren sich die Vacuolen. 
f) Nach 6 Std gehen Kernteilungen vor sich. 
g) Nach 7'% Std beginnen die ersten Sporen zu keimen. 
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Es sei hier bemerkt, da tote Sporen, die im tbrigen sehr selten auf- 
treten, sich immer sofort vollstindig rot firben, vorausgesetzt natiirlich, 
daB das Acridinorange im UberschuB vorliegt, wie das eingangs gefordert 
und durchgefiihrt wurde. 


Die im Leitungswasser eingequollenen Sporen verhielten sich in der 
Folge der auftretenden physiologischen Zustinde gleich wie die in 
3% iger Malzlosung, doch war eine bedeutend héhere Quellungszeit nétig. 
So verschoben sich diese physiologischen Zustinde um iiber 3 Std, d.h. 
Membranfairbung trat nach etwa 51% Std ein, Plasmafirbung nach 
6, Std, Kernfairbung nach 7 Std, Vacuolenvergr6Berung nach 8 Std, und 
Kernteilungen waren noch viel weiter hinausgeschoben. 


Ill. Der Sporangientriger. 


Die Farbung der Sporangientriger wurde so vorgenommen, da8 mit der Pinzette 
aus Malzagar-Kulturen die verschiedenen Altersstadien der Sporangientrager mit 
anhangendem Mycel entnommen wurden. Das laiBt sich bei vorsichtiger Hand- 
habung der Pinzette ohne Gefahr fiir die Lebensfahigkeit 
der Sporangientrager durchftihren. Kontrollversuche besta- 
tigten das und zeigten, daf es gleich war, ob man den 
Sporangientrager losgelést auf dem Objekttrager farbte oder 
im Verbande mit dem Mycel durch Uberschichtung der ganzen 
Plattenkultur mit der gepufferten Farblésung behandelte. 
Bei der Beurteilung der Farbungen und ihrer Beschreibungen 
hatte sich herausgestellt, daB es erforderlich ist, die ganze 
Lange des Sporangientragers in verschiedene Zonen aufzu- 
teilen, was in folgender Weise geschah (Abb. 5): 


Zone A: Basis der Sporangientrager einschlieBlich des un- 
mittelbar anhingenden Mycelteiles der Traghyphe. 


Zone B: Die pigmentierte Region, die bei noch wachsenden 
SS) ientrag t in Drittel der Gesamtlange  “°?..5., Phucomuces 
sporangientragern etwa ein Drittel der Ge ang Tite 
einnimmt (spater ist der ganze Trager pigmentiert). | Wachsender Sporan- 
Zone C: Eine Region von etwa gleicher Linge wie B an- _ sientriger (schema- 
schlieBend an die pigmentierte Zone, in der héchstens ve 
noch basalwirts etwas Pigment zu finden ist. 
Zone D: Eine kurze Strecke unterhalb der Spitze; sie entspricht etwa der Zone, 
in der nach Oort (1931) die zweite Membranschicht gebildet wird. 


Zone E: Die eigentliche Spitze. 

Die Farbungsergebnisse sind in einem Beispiel in Tab. 6 angegeben. Es handelt 
sich um Farbungen von 25 min bis zu einer Stunde. Die Farbezeit ist in der 
letzten Spalte verzeichnet. Die Kontrolle der Vitalitait eines jeden untersuchten 
Sporangientragers geschah so, daB er nach der Untersuchung auf kleine Malzagar- 
platten gelegt und am nachsten Tage daraufhin gepriift wurde, ob er weiter- 
gewachsen war. Die Ergebnisse dieser Kontrolle findet man in der vorletzten 
Spalte der Tab. 6. 

Die Kurzfirbungen zeigen, da8 auch im Sporangientrager ahnliche 
Farbungsverhiltnisse vorliegen wie im Keimmycel. Etwa bis px = 3,0 
finden wir in allen Zonen auBer der Zone B nur eine Imbibitionsfarbung 


28 


HEINRICH JOHANNES: 


Tabelle 6. Phycomyces Blakesleeanus. Fluorescenzanalyse der Farbung des Spor-' 


Mycel A B 
Pa = e ay = 
M Pl | Ws M Pl Ni M Pl vi 
| | 
1,95 — —— | — | | on 7 ta 
| | 
2,55 = aie | —<— | 
J dal 
2,98 a eral) 2 Ct Sas Lal wee) ae 
graugriin graugriin | | 
maa = = - oh a 
o4e kupferrot rétlich | | 
£49 Ae ++ 
j kupferrot | griinlich rétlich — ) 
Fae ieee 7 x ba tie 2 al ita) = a4 
; kupferrot kupferrot orange | 
| | | 
eso es +++ - (Eee | ae 
: kupferrot ~ | | kupferrot | orange 
/ | 
6.60 SP ae (+) he seat bt) oil ore ((+)) =e 
‘ kupferrot | — griin kupferrot | griin | orange 
Fite een + +++ i ((+)) = Jae 
; kupferrot | griin - |kupferrot | grin | orange 
7.40 + “= (EF) 7° ‘hah ((+))? : 
; kupferrot | — griin blau |kupferrot) griin | ~~ orange id a 
| 
(+) (+) : 
8,35 gelb- s 7 fea gelb- 2: is olivgriin 
orange griin rlau orange | 8Tin | blau 
10,48 durch ein Agarstiick verdeckt 
ne (EF) seria ONE 3 
2 r 
11,25 | grin ee grin, bled olivgriin 
ous EF b+ | EF les 
et | griin blau griin | blau Oyen ie 


(Erlauterungen; M = Membran; Pl = Plasma; 


V = Vacuole; A—C = die verschiedenen Zonen des? 


Sporangientriigers, vgl. Text; J = imbibitionsfiirbung; EF — Bigenfluorescenz. Die Fiarbungsintensitaten 
sind durch ---Zeichen wiedergegeben: ((+-)) kaum erkennbare Fiirbung, (+-) Firbung sehr schwach, + Fiar-1 
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angientragers mit Acridinorange 1:50000. Farbungen nicht langer als 1 Std. 
M Pl Vi M Pi M Pl | Vv 2 s s% 
22 —. a ete = anv pas (3) 32 
geschadig (2) x | 55 
a a J ((+)) | geschad. (1) 35 
graugriin rot ame | (1) 50 
CES eee ee peace) T ((+4)) 
graugriin graugrun ™ graugrun = 7 (1 ) 2s) 
+ + 
gefleckt | — | — |leichtgefl.) — (+) ee SA RG 
orange orange orange 
et + zs 
gefleckt — — |schw. gefl. — homogen —_ EF |(1) x | 37 
rot orange orangerot blau | (1) x | 47 
Ws shat Saas 
gefleckt | — — leicht gefl.| — homogen — — |() 40 
rot orange kupferrot 
| +H 
++ 
leicht gefl. aoe 
aa ag F¥ fast hom. ce kupferrot a ies (1) 45 
orange 
| oe 
a : | 
aay en) leicht gefl.| ((+)) ale iss 
ae griin | fast hom.) grun kupferrot | griin Be ~|,50 
orange 
++ 
gat : 
a leicht gefl.| = + sel Bees 
ee. grun ~ | fast hom.} griin kupferrot grin = ma {ae® 
orange 
ns + 
4eqe | leicht gefl.). ++ a a tact 
ase grin | ——| fast hom.| grin kupferrot | griin Sad ea ae 
| “ orange 
im ((+)) 
| gefleckt = ae e t| a3 geschadigt es ne 
| rotorange grun au jorangerot; grun x 
: ++ | EF +++ fev 
: ma griin | blau ic griin | geschadigt ney. 
— ae ++ | EF at naa or 15 
griin | blau i. griin on griin --- | 66 
ape | BP aft dee ae a eed a se\WAS 
griin | blau griin griin 


bung schwach, +-+ Farbung gut sichtbar, +--+ Fiirbung sehr stark u 
Untersuchter Sporangientriger hat sich zu einem oder zwe 


(1) oder (2) = 
--- nicht gewachsen.) 


x = Untersuchter Sporangientrager ist zum Mycel ausgewachsen. 


nd leuchtend. — Vorletzte Spalte;: 
i neuen Triigern regencriert, 
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der Membran von sehr schwacher grau-griiner Fluorescenz. Erst von 
pu = 3,18 ab werden die Ionen des Acridinoranges in der Membran 
gespeichert, die nun kupferrot aufleuchtet. Diese Membranfarbung halt 
sich in allen Zonen bis etwa px = 8,35 auBer der Zone E an der Spitze, 
bei der die Farbspeicherung bei px = 7,0 schon bedeutend nachlaBt. 
Interessant ist, daB die Zone B keinerlei Farbung der Membranen im 
Fluorescenzlicht erkennen lift. Die Membranfarbung bricht im Gegen- 
teil ganz scharf ab (Abb. 6). Sie ist aber im Hellfeld sichtbar. Auch die 
Membranfirbung der Zonen C und D 
unterscheidet sich wesentlich von 
der Farbung der Zonen A und E und 
der sonstigen Mycelteile. Wahrend 
wir bei den letzteren ein gleich- 


2 maBiges homogen kupferrotes Auf- 
S leuchten wahrnehmen, zeigen die 
< Zonen C und D eine fleckige Far- 
bung, d. h. im optischen Schnitt 
betrachtet sehen die Membranen 
wie gestrichelt aus. Man sieht eine 
schollenformige, fleckige Farbspei- 
x cherung. Meistens sind diese Farb- 
R flecken zu grdBeren Arealen ver- 


einigt oder besonders in Zone C 
ringformig angeordnet. Wir finden 
hier eine &hnliche Farbung, wie sie 
Borris (1934) fiir Coprinus-Arten 


Abb. 6) Fluorescenzaufnahme der Basis des 


Sporangientriigers mit anhiingendem Mycel mit feststellte. 
kupferroter Membranfiirbung, die zur Zone B 
hin durch ein Pigment geléscht wird. Plasma- und Kernfirbung treten 


etwa bei pu = 6,6 auf und bleiben 
bis weit in den alkalischen Bereich erhalten. Wohl fiirbt sich das Plasma 
der Spitzenzone E oftmals schon im stark sauren Bereich bis px = 3,0, 
doch ist dann die aiuBerste Spitze kupferrot oder orangerot, ein Zeichen 
dafiir, da} das Plasma sehr stark geschidigt ist und nur deshalb keine 
vollstandig kupferrote Fiirbung angenommen hat, weil durch die Kurz- 
farbungen nicht gentigend Farbstoff eingedrungen ist. Auch die Sistierung 
der Plasmastr6mung und das Auftreten von Plasmoptysen zeichnen den 
geschadigten Zustand der Sporangientragerspitze. 


Kine Vacuolenfiirbung habe ich hierbei nicht erhalten. Immer leuchtete 
die Vacuole blau in ihrer Kigenfluorescenz durch das griine Plasma, ihre 
scharf abgerundeten, deutlichen Tonoplasten deuten auf Vacuolen- 
kontraktion hin und lassen vermuten, daB doch schon Farbstoff auf- 
genommen wurde. 
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Uber Langfar bun gen kann zusammenfassend gesagt werden, da die 
Farbungen bis zu 2 Std und auch die bis zu 5 Std sich in den Zonen A 
und E gleich verhalten wie die Kurzfarbungen. In der Zone C bleibt 
auch bei den langsten Farbungen diese gefleckte, bzw. ringformige 
Speicherung erhalten. Nur in der Zone D gleicht sie sich aus zur homo- 
genen Membranfarbung. 


Die Zone B zeigt im Hellfeld anfangs eine nicht gleichmiBige, spiiter 
gleichbleibende, starke, orangefarbige Membranfirbung. Trotzdem ist 
bei denselben Objekten im Fluorescenzlicht keine Speicherung des 
Acridinoranges zu erkennen. Es handelt sich bei dieser Zone um dieselbe 
fluorescenzléschende Wirkung des Pigmentes, die schon bei der Spore 
besprochen wurde; denn auch hier la&t sich, allerdings erst nach Tagen, 
ein olivgriiner Farbstoff herauslésen, und dann leuchtet auch diese Zone 
in schwacher Membranfarbung auf. 


Auf eine interessante Erscheinung soll noch hingewiesen werden. Im 
Bereich von px = 6—7 wurden oft systrophische Ballungen des Proto- 
plasmas gesehen. Es handelt sich hierbei um ahnliche Quellungserschei- 
nungen, wie sie BALBACcH (1937) und BuaEss (1942) am Gametenapparat 
von Phycomyces beschrieben haben (siehe auch KitsTErR 1939). 


Auf Grund der vielen Farbungen kann mit ziemlicher Genauigkeit ge- 
sagt werden, da®B der IEP (isoelektrischer Punkt) der ausgewachsenen 
Sporangientragermembranen etwa bei pu = 3,18 liegen mu, denn unter- 
halb dieses Punktes habe ich nie eine kupferrote, oberhalb davon stets 
eine starke Membranfairbung beobachtet, um px = 3,18 herum eine 
orangerote Membranfarbung von sehr wechselnder Intensitat. 


IV. Die Kopulationsorgane. 


Die Farbung der Kopulationsorgane erforderte eine etwas modifizierte Methodik. 
Die vorn erwahnten Schwierigkeiten, ganze Kulturen auf Agar anzufarben, muBten 
hier auf ein Mindestma8 herabgesetzt werden. Es wurde so vorgegangen: Am ge- 
eignetsten fiir die Kultur erwiesen sich Petrischalen, deren Boden nicht ganz eben 
war, sondern leicht nach oben gewolbt. GoB man hierin den Agar in diinner Schicht 
aus, so war er am Rande dick genug, um kein ,,Hungermycel‘ zu veranlassen, 
aber in der Mitte, wo die Kopulationszone entstand, war er sehr diinn, so da seine 
Fluorescenz nach der Anfarbung nicht erheblich stérend wirkte. Oder es wurde so 
vorgegangen, da diinn ausgegossene Agarplatten durch Auflegen dickerer Agar- 
streifen auf den Seiten der Impfstellen verstarkt wurden und so fiir den nétigen 
Nahrstoffnachschub gesorgt war. 

Kopulierende Mycelien im Alter von durchschnittlich 4—8 Tagen wurden mit 
einer Acridinorangelésung 1:50000 bestimmter Cy tiberschichtet. Nach der ge- 
wiinschten Farbezeit (im Durchschnitt nach 1—5 min) wurde die Farbe abgegossen. 
und durch farblosen Puffer derselben Cy ersetzt. Mit schwicheren Objektiven 
konnte nun direkt untersucht werden. Bei starken VergréBerungen dagegen goB 
ich den farblosen Puffer bis auf einen geringen Rest ab und legte ein diinnes Deck- 
glas auf, das auch die Anwendung von Olimmersionen. gestattete. 
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Es wurden untersucht: 1. alle Altersstadien der Kopulation, 2. diese 
Altersstadien bei verschiedenster Cy des AuBenmediums. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen seien im folgenden zusammenfassend dargestellt. 

a) Im Bereich unter pu = 3,0 tritt keine deutliche Vitalfarbung auf. 
Eine leichte Imbibitionsfarbung der Suspensorenmembranen ist zu er- — 
kennen. Nur bei den alteren Stadien, bei denen schon die Dornen aus- 
gebildet sind, treten an diesen sehr viele Plasmoptysen auf. Das aus- 
getretene Plasma fiarbt sich homogen rot. Weiter zum Inneren der Dornen 
hin kann es oft schwach griinlich bleiben oder gar alle Uberginge iiber 
Gelb und Orange aufweisen. Es handelt sich hierbei aber doch um bereits 
abgestorbenes Plasma, wie seine Konfiguration zeigt, das sich aber nicht 
voll ausfiirben konnte, weil die Farbkonzentration zu schwach ist, bzw. 
nur noch farbloser Puffer vorhanden ist. 

b) Uber pa = 3,0 bis zum Neutralpunkt hin speichern alle Kopu- 
lationsstadien die Ionen des Acridinoranges in den Membranen, und diese 
leuchten gleiBend kupferrot auf. Besonders eindrucksvoll ist das um 
pu — 5—6. Von pu = 6,0 ab ist nicht mehr eine gleichmaBige Membran- 
farbung bei beiden Geschlechtern zu erkennen, sondern der (+-)-Stamm 
verliert seine Membranfarbung schneller als der (—)-Stamm. So kommt 
es, daB wir um px = 6,9—7,1 Suspensoren verschiedenen Alters finden, 
die leuchtende Membranfarbung mit héchstens ganz schwacher Plasma- 
firbung im (—)-Stamm aufweisen und deren (+)-Stamm kaum noch 
Membranfarbung erkennen lJaé8t, bei dem aber dafiir Plasma und Kerne 
in sattem Griin leuchten. Es ist das eine Parallele zu den Befunden mit 
Neutralrot (JOHANNES, 1939). 

c) Von pa = 7,3 bis zum stark alkalischen Bereich hin tritt in den 
Kopulationsorganen aller Entwicklungsstadien eine eindeutige, diffuse, 
griine Plasma- und Kernfarbung auf. Wegen der Dicke des Plasmawand- 
belages in den Suspensoren und Gametangien lieBen sich leider feinste 
cytologische Untersuchungen noch nicht vornehmen. Mit einer Verfei- 
nerung der Methodik werden auch Kernvorgiinge in den Gametangien 
einer Lebenduntersuchung zugiinglich werden. Die Vacuolen fiirbten sich 
auch im stark alkalischen Bereich nicht, zumindest wurde keine Farbung — 
beobachtet. Die starke Giftigkeit des Farbstoffes aber in dem Bereich 
1aBt darauf schlieBen, daB doch mehr (zuviel) Farbstoff tiber die Vacuole 
in das Plasma eingedrungen ist, denn es gelang im alkalischen Bereich 
selten, die Gametangien lebend zu erhalten. 


V. Die Zygote. 


Die Vitalfarbung der Zygote bereitet noch gréBere Schwierigkeiten, so daB die 
vorliegenden Ergebnisse nur als erste tastende Vorversuche zu werten sind. Be- 
kanntlich umhautet sich die reifende Zygote mit fiinf Schichten, von denen man 
die beiden éuferen unter dem Namen Exospor und die drei inneren unter dem 
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Namen Endospor zusammenfa8t. Das Exospor enthalt das vorn mehrmals er- 
wahnte fluorescenzléschende Pigment in gréferer Menge. AuBerdem erlaubt sie 
durch ihre Starke keinerlei Einblick in die Zygote in vitro. Unter dem Praparier- 
mikroskop lat sie sich bei einiger Geschicklichkeit und Ubung mit zwei Nadeln 
vom Endospor lésen. Man kann die Zygote ,,schilen‘‘. Die drei weiteren Schichten, 
das Endospor, lassen einen Einblick in das Innere zu. Im Hellfeld sieht man meist 
zentral einen groBen Oltropfen liegen. Irgendwelche naheren Einzelheiten iiber 
Plasmastruktur usw. waren nicht zu erkennen. 

Zuerst galt es, die Primarfluorescenz der Zygote genauestens festzu- 
legen. Im UV-Licht mit Euphossperre zeigt sich, daB das Endospor selbst 
keine Eigenfluorescenz besitzt. Das Innere der Zygote leuchtet homogen 
blau-grau-griin. Durch diese Eigenfluorescenz des Plasmas sieht man 
den Oltropfen in satterem Blau aufleuchten. 

Die geschalten Zygoten wurden mit.Acridinorange-Lésungen 1:50000 
verschiedener px- Werte gefarbt und im UV- bzw. Blau-Licht untersucht. 
Ks ergab sich: 

Bei vorsichtiger Anfaérbung trat unter px = 3,1 keine deutliche Far- 
bung auf. Das Endospor ist nur leicht imbibiert und erscheint als schwach 
griine Linie. Die Oberflache desOltropfens, also die Grenzschicht zwischen 
Ol und Plasma, scheint leicht orange aufzuleuchten. Es ist dabei schwer 
zu unterscheiden, ob es sich nicht trotz schonendster Behandlung um 
eine Schidigung handelt, die durch die hohe Wasserstoffionenkonzen- 
tration hervorgerufen wurde. Bei pu = 6,0 tritt eine gelblich-griine 
Plasmafarbung auf, durch die der Oltropfen blau hindurchschimmert. 
Gefiarbte Kerne habe ich nicht beobachtet. Auch eine Speicherung im 
Endospor konnte ich nie erkennen. Weiter zum alkalischen Bereich hin 
bleibt die gelblich-griine Plasmafirbung bestehen, jetzt leuchtet aber die 
Olkugel in sattem Blaugriin hindurch. 

Bei Ubertragung der im alkalischen Bereich gefairbten Zygoten in 
sauren Puffer konnte dem Oltropfen das Acridinorange wieder restlos 
entzogen werden. Es bildeten sich dann vielfach auf der Oberflache der 
Olkugel einige dunkle braunliche Linien (Farblackbildung ?), sonst blieb 
der Inhalt homogen griin gefarbt. 

_ Eine Vitalitatskontrolle der Farbung wurde vorerst nicht vorgenommen, 
doch wurden die Zygoten von der Betrachtung ausgeschieden, bei denen 
von vornherein zu erkennen war, daB das Plasma stirkere Schadigungen 


davontrug. 


Besprechung. 


Ein Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit Acridinorange und der 
friiher (JoHaNNES 1939, 1941) gewonnenen Resultate mit Neutralrot 
und anderen Farbstoffen an Phycomyces, Basidiobolus und Saprolegnia 
mit den Ergebnissen anderer Autoren an héheren Pflanzen laBt wichtige 


Schliisse auf die Aufnahme basischer Farbstoffe durch die Zelle zu. 


Arehiy fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 3 
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1. Der Speicherungsmodus wird vom Dissoziationsgrad des Farb- 
stoffes beeinfluBt, der wiederum von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhiingt. Es ist also entscheidend, bei welchen px-Werten der Farbstoff 
nur als Ion oder Molekiil oder in einer Mischung beider vorliegt und 
der Zelle dargeboten wird. 

Vergleiche zwischen dem Dissoziationsgrad des Farbstoffes, also 
zwischen Farblésungen bei verschiedenen px-Werten und dem Farbungs- 
bild zeigen, da& sich grundsitzlich drei Moglichkeiten herausschalen 
lassen : 

a) Unterhalb des isoelektrischen Punktes (IEP) der meisten Cellulose- 
membranen, der etwa zwischen pu = 3 und 3,5 liegt, tritt mit basischen 
Farben keine Farbung ein. Die Membranen sind positiv geladen und 
nicht in der Lage, die ebenfalls positiven Ionen (Kationen) des Farb- 


stoffes in irgendeiner Form festzuhalten. Durch die im Gegenteil ein- © 


tretende AbstoBung der gleichnamigen Ladungen wirkten die Membranen 
als hermetische Sperren, und auch das Innere der Zelle kann basische ~ 


Farben unterhalb des [EPs der Zellmembranen nicht aufnehmen. 
b) Oberhalb des IEPs der Membranen aber adsorbieren sie mit groBer 


Kraft die Kationen auf Grund ihrer negativen Ladung. Sie farben sich — 


stark an, und wir erwarten, da sie sich bis zu dem Bereich anfarben, 


in dem keine Kationen in der Farblésung vorhanden sind, im alkalischen 


Bereich nach dem Umschlagspunkt des Farbstoffes. 

c) Mit steigender Alkalinitét der Farbldsung des AuBenmediums ver- 
schiebt sich das Verhaltnis Ionen/Molekiile zugunsten der Molekiile. Die 
Membranfirbung lait entsprechend nach, und die Vacuolen speichern 
den Farbstoff. Dabei entsteht Vacuolenkontraktion, die um so hiarter 
zum Ausdruck kommt, je alkalischer die Farblésung ist. Diesem Modus 
folgen die von mir (1939) untersuchten Hellfarbstoffe. Auch das Acridin- 
orange fiigt sich diesem Schema ein. Mit dem Nachlassen der Membran- 
farbung beginnt eine Speicherung im Vacuum, die sich anfangs nur durch 
Vacuolenkontraktion kundtut, spiiter leuchten die stark kontrahierten 
Vacuolen glei®end kupferrot auf, entmischen sich aber wieder sehr 
schnell und rufen in dem schon gequollenen Plasma irreversible Schi- 
digungen hervor. 


Ks lat sich aber bei den basischen Farbstoffen ein ,,Umschlags- | 


bereich“ feststellen, d.i. ein pu-Bereich der Farblésung, in dem die 
Membranen aufhéren, die Kationen zu adsorbieren, und in dem die 
Vacuole anfingt, die Molekiile der Farbbase zu speichern. Dieser ,,Um- 
schlagsbereich* ist in erster Linie von den Dissoziationscigenschaften des 
Farbstoffes abhangig. So liegt er fiir Neutralrot bei jungen Hyphen bei 
pu = 6,9—7,2, fiir Methylenblau bei denselben jungen Hyphen aber bei 
pu = 9,8—10,3, weil erst in diesem stark alkalischen Bereich die Disso- 
ziation des Farbstoffes nachlaBt. 
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2. Neben der Cy des AuBenmediums ist auch der augenblickliche phy- 
siologische Zustand der zu farbenden Zellen maBgebend, denn der Um 
schlagsbereich* Zellmembran/Vacuole ist nicht fiir alle Zellen gleich. So 
haben alte Mycelstriinge im stark alkalischen Bereich ihren ,,Umschlags- 
bereich*‘ und je jiinger die Mycelpartien werden, desto weiter im sauren 
Bereich vollzieht sich der Umschlag. Dasselbe fand SrruceErR (1937) 
z. B. auch an den Wurzeln von Triticum oder bei ,,ruhenden“ und 
,austreibenden*‘ Zwiebeln, von denen letztere schon zwischen pu = 3 
bis 4 Vacuolenfarbung aufweisen konnten. Zugleich wurde deutlich, daB 
die Vacuole in einem ganz anderen Farbton das Neutralrot aufnahm. 
Sie selbst schien saurer geworden zu sein, denn ,,ruhende‘‘ Zwiebeln 
erhalten eine orange-rote, und ,,treibende“ Zwiebeln eine blaulich-rote 
Vacuolenfarbung. Derselbe Modus 1aBt sich an Blattern von Helodea 
canadensis beobachten, wo ich (noch unveroffentlicht) orange-rote 
Vacuolenfarbung mit starker Vacuolenkontraktion in alten Zellen der 
Dauerzone, also zur Spitze des Blattes hin, im starker alkalischen Bereich 
erhielt, und wo ich in den jiingeren Blattpartien der Streckungszone 
blau-rote Vacuolenfarbung mit geringer Vacuolenkontraktion bei mehr 
sauren pu-Werten der Farblésung vorfand. Das gleiche ist bei Phy- 
comyces mit Neutralrot zu erkennen, zwar etwas weniger deutlich in den 
Ubergingen, denn die Beurteilung der kleinen Farbtrépfchen ist ungleich 
schwieriger als der Vergleich groBer Farbflachen bei Alliwm oder Helodea; 
doch steht der wesentlich kraftigere rote Farbton der Troépfchen junger 
Hyphenspitzen dem mehr braun-roten Farbton der Trépfchen oder der 
orange-roten diffusen Farbung des Vacuoms alter Hyphen gegeniiber. 
Geht mit zunehmendem Alter einer Zelle eine Alkalinisierung des Va- 
cuoms vor sich, was auch DRAWERT (1937) annimmt, so verschiebt sich 
auch der Umschlagsbereich Membran/Vacuole nach der alkalischen Seite 
hin. Kann man den Farbton der mit Neutralrot (und auch Methylen- 
blau) gefirbten Vacuole fiir ein giiltiges Ma8 ihres px-Wertes ansehen, 
indem man ihn mit gepufferten Farblosungen vergleicht, so liegt der 
SchluB nahe, daB der Farbstoff zu den Orten strebt, die am sauersten 
sind, an denen er am starksten dissoziieren kann. Er verlaBt dabei sogar 
die Membranen in Bereichen, in denen stirkste Membranfarbung zu er- 
warten wire und wandert dann in die Vacuolen, wenn diese saurer als 
das AuBenmedium sind. Das trifft jedenfalls fiir alle die basischen Farb- 
stoffe zu, die ich selbst untersuchen konnte und fiir die anderen, von 
denen ich entsprechende Ergebnisse aus den Arbeiten von STRUGGER 
und Drawert ablesen konnte. Uber das Verhalten der sauren Farbstoffe 
soll in einem spateren Beitrag berichtet werden. 

3. Der im Vorstehenden als generell erkannte Farbungsmodus: 
Membranfarbung/Vacuolenfaérbung scheint vom basischen Farbstoff 
Acridinorange durchbrochen zu werden. Zwischen die Membranfarbung 

3* 
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einerseits und die Vacuolenfarbung andererseits schiebt sich eine Plasma- 
Kernfiirbung ein. Dasselbe ist auch fiir Neutralrot von StRUGGER (1940) 
nachgewiesen. Sie ist im Hellfeld nicht mehr sichtbar, bis auf die Plasma- 
Kernfirbung mit Neutralrot bei Basidiobolus ranarum (JOHANNES, 1939). 
Es gilt nun zu klaren, wie diese Fairbung zustande kommt und welcher 
Mechanismus ihr zugrunde liegt; die theoretischen Méglichkeiten sollen 
erértert werden. Auffallend ist, daB bis auf den Fall bei Basidiobolus 
ranarum diese Plasma-Kernfarbung nur im UV-Licht sichtbar ist. Sie 
ist nur mit einer Methode nachweisbar, die uns gestattet, recht schwache 
Verdiinnungen der Fluorochrome noch zu erkennen. 


a) Vergleichen wir Farbverdiinnungsreihen in gleicher Schichtdicke 
wie die Hyphen des Phycomyces mit den gefarbten Hyphen, so kann man 
bei Acridinorange auf eine Konzentration im Plasma von 1:50000 bis 
1:100000 schlieBen. StRUGGER (1947, S. 268) gibt nach Untersuchungen 
von K6LBEL (1947) eine Konzentration von 1:5000—1:50000 an. Da 
die Pilzmycelien mit Acridinorange-Loésungen der Konzentration 1: 10000 
bis 1:50000 angefarbt wurden, kann man wohl kaum von einer Spei- 
cherung des Farbstoffes im Plasma-Kernkomplex sprechen, denn bei 
einer Speicherung setzt man doch eine mehr oder weniger starke 
Anreicherung der Farbkomponenten voraus. Es liegt hier der SchluB 
nahe, daB nur eine Durchtrankung, eine Imbibition, des Plasmas vor- 
liegt. Sie entspricht etwa der verstarkten Imbibitionsfirbung der Mem- 
branen unterhalb ihres IEP. Und weil die Farbung in dem py-Bereich 
auftritt, in dem sich der Farbstoff auf der Wanderung vom AuBenmedium 
zur Vacuole befindet, wire es zu denken, da er eben gerade die Poren 
des Plasmas anfiillt, denn seine Konzentration liegt unter der dar- 
gebotenen. Ein Hindringen des Acridinoranges auf Grund einer beson- 
deren ,,selektiven Permeabilitait‘‘ der Plasmahiéute braucht hierbei nicht 
gefordert zu werden. Auch die absolute Unschidlichkeit dieser Plasma- 
Kernfarbung deutet darauf hin, daB keine lebenswichtigen Komponenten 
des Plasmas mit gespeicherten Farbstoffen ,,belastet‘‘ werden. 


b) Tritt eine stirkere gelbgriine Plasmafarbung ein, macht sich also 
ein ,,Konzentrationseffekt‘* deutlich, so muB man annehmen, daB sich | 
die Kationen des Acridinorange in den hydrophilen Gruppen einlagern, 
denn die Farbbase des Acridinorange fluoresciert nicht, sondern nur die 
waBrige Loésung der Kationen, und auch nur der kommt der ,,Konzen- 
trationseffekt* zu. Dann wiirden aber wahrscheinlich mehr Carboxyl- 
gruppen des Polypeptidgeriistes mit Farbkationen abgesittigt, als fiir 
einen normalen Ablauf der Lebensvorgiinge ertraglich ist. Es wiirden 
dann Erscheinungen eintreten, wie sie beim geschadigten und abster- 
benden Protoplasten sofort deutlich werden (vgl. den Abschnitt tiber 
die Nekrosen). 
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Die scheinbar aus dem Rahmen fallende Neutralrotfairbung des 
Plasma-Kernkomplexes bei Basidiobolus ranarwm ordnet sich diesem 
letzten Farbungsmodus mit Acridinorange ein, weil hier keine unschid- 
liche Farbung vorliegt, sondern stets die Plasmastrémung vollstandig 
sistiert ist und die sehr starke Vacuolisation des Plasmas auf starke, 
wenn auch noch reversible Schaiden hindeutet. Fluorescenzmikroskopi- 
sche Untersuchungen dieser Zellen habe ich leider seinerzeit nicht vor- 
genommen. Der kraftig rote Farbton dieser Farbung im Hellfeld ist 
auch nur den sauren Neutralrot-Lésungen eigen. Es ist also anzunehmen, 
dafS Kationen des Farbstoffes in erhdhtem Ma8e in das Plasma ein- 
drangen und lebenswichtige Carboxylgruppen des Polypeptidgeriistes 
, beschwerten“ und diese fiir die Lebensprozesse unwirksam machten. 
Das ist um so wahrscheinlicher, als bei Basidiobolus die Membranen 
nicht negativ geladen sind und keine Kationen adsorbierten, also nicht 
als elektrostatische Sperre dienen konnten. Dasselbe Bild erhalt man 
auch mit Methylenblau, das aber insofern ungiftiger wirkt, als es bald 
vom Plasma und auch vom Kern reduziert wird und seine Leukobase 
auch in hdéherer Konzentration geringere Schaden hervorruft. 

c) Anders liegen die Verhaltnisse bei der unschadlichen Plasma- Kern- 
farbung mit Neutralrot, die nur im UV-Licht erkannt werden kann. 
Hier sind es die Molekiile der Farbbase, die in der lipophilen Phase des 
Modellversuches eine gelbgriine Fluorescenz aufweisen, die auch das 
Plasma im UV-Licht zeigt (StruccER, 1940, 8. 606). Wir miissen also 
annehmen, da8 es hier die neutralen Lipoide des Plasmas sind, in denen 
sich geringe Mengen des Farbstoffes losen. 

Fassen wir noch einmal die Erkenntnisse iiber die Plasma-Kern- 
firbungen mit den basischen Fluorochromen Acridinorange und Neutral- 
rot zusammen, so ergibt sich, daB es zur Klaérung dieser Farbungen 
nicht nd6tig ist, eine Speicherung (= Anreicherung) vorauszusetzen, 
denn beide Farbstoffe wiirden dann trotz ihres sonstigen itiberein- 
stimmenden Verhaltens dazu zwingen, einmal eine Kationenadsorption 
an hydrophilen Carboxylgruppen und das andere Mal eine Lésung an 
hydrophoben Lipoiden vorauszusetzen. Ich halte es auf.Grund der Er- 
fahrungen an Phycomyces zwar auch fiir méglich, daB sich das Acridin- 
orange in sehr geringen Mengen als Kation dem Eiweifgertst , organisch “ 
einfiigen 148t, mdchte aber die Bedenken bestehen lassen, dab jede 
Speicherung im Sinne einer Anreicherung durch Absittigung lebens- 
notwendiger Reaktionsgruppen zu einer Schidigung des Protoplasten 
fiihrt. Seltsamerweise steigert sich die Empfindlichkeit des Plasmas 
gegen eindringende basische Farbstoffe mit steigender Alkalinitat des 
AuBenmediums, also mit der Abnahme der Ionen?, und wir erhalten 


1 Uber die Giftigkeit der basischen Farbstoffe werde ich im nachsten Beitrag 
berichten. 
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noch eine Plasma-Kernfarbung in px-Bereichen, wo gar keine Kationen 
im AuBenmedium mehr vorhanden sind. Die Beobachtung der Nekrose- 
erscheinungen in diesem Bereich deutet auch darauf hin, daB nicht das 
Plasma primiir den Farbstoff aus dem AuSenmedium aufnimmt, sondern 
die schneil reagierende Komponente der Zelle ist die Vacuole, und sic 
gibt nun erst den Farbstoff, der teilweise in ihren Fettsauren gelost, 
also dissoziiert ist, an das Plasma ab. Es wire auch zu unverstandlich, 
wenn das hochkomplizierte Micellargeriist des Plasmas auf jeden Anreiz 
von auBen schlagartig reagieren wiirde; die Vorstellung, die Vacuole 
als ,,ausgleichenden Puffer‘ anzusehen, wiirde uns zwingen, ihrer 
Physiologie mehr Beachtung zu schenken!. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Phycomyces Blakesleeanus Burgeff wird in allen seinen Entwick- 
lungsstadien mit Acridinorange (Bayer) vital gefarbt. Die eee 
bilder werden einer genauen Analyse unterworfen. 

2. Die von StruGGER an héheren Pflanzen, Bakterien und Hejen 
erprobte Methodik der Unterscheidung lebenden und toten Plasmas laBt 
sich auch an diesem Pilz unter bestimmten Bedingungen durchfiihren. 

3. Der Langsgradient der Farbbarkeit im polyenergiden Mycel des 
Phycomyces, der sich mit Neutralrot (JoHANNES, 1939) aufzeigen lieB, 
wird auch bei der Farbung mit Acridinorange deutlich. 

4. Abhingig vom px-Wert des AuBenmediums lassen sich die Mem- 
branen, das Plasma und die Kerre und die Vacuolen anfirben. 

5. Erstmalig werden damit die Kerne des Phycomyces lebend gefiarbt 
und kénnen so eingehenderen cytologischen Untersuchungen zugiinglich 
gemacht werden. Ihre Struktur als Protistenkerne im Sinne BELARs 
wird erkannt. Charakteristisch fiir den raat aa Kern ist die exzen- 
trische Lage seines Caryosoms. 

6. Nekroseerscheinungen an mit Acridinorange gefiirbten Mycelien, 
die durch Bestrahlung mit UV- oder Blau-Licht entstehen, werden 
beschrieben. 

7. Ungequollene Sporen des Phycomyces lassen sich in saurer Farb- 
lésung nicht anfarben. Eine Membranfirbung wird im UV-Licht erst 
sichtbar, wenn sich ein fluoreszenzléschendes Pigment aus der Membran 
herausgelést hat. 

8. Langfirbungen an Sporen ergaben mit dem Eindringen des Acridin- 
orange mit abnehmender H-Ionenkonzentration ein parallel verlaufendes 
Abnehmen der Keimfahigkeit. Sporen, deren Plasma nicht mehr griin, 
sondern gelb oder orange fluoresciert, keimen nicht mehr aus. 


' Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit erhielt ich noch die Arbeit von 
Drawert (Ztschr. f. Naturf. 3b, 1948, 11—120), in der er auf Grund groBeren 
Materials zum selben SchluB gelangt. 
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9. Mit Hilfe der Acridinorange-Farbung werden an quellenden und 
keimenden Sporen folgende physiologische Veranderungen erkannt: 

a) Herauslésen eines fluoresecnzléschenden Pigmentes, | 

b) Auftreten einer Membranfarbung, 

c) Auftreten diffuser Plasmafarbung, 

d) Auftreten einer Kernfiarbung, 

e) Vergr6Berung und Vermehrung der Vacuolen durch Wasseraufnahme, 

f) Auftreten der Kernteilungen, 

g) Beginn der Keimung. 

Diese Vorgange laufen immer wiederkehrend in etwa 8 Std ab, wenn die 
Sporen in 3%iger Malzlésung gehalten werden. In reinem Leitungswasser 
wird die Keimung wesentlich verzégert, und somit riicken auch die einzel- 
nen Stadien weiter auseinander, bleiben aber in derselben Folge bestehen. 

10. Die Farbung des wachsenden Sporangientragers 1a8t auch hier 
den Langsgradienten erkennen. Das fluorescenzléschende Pigment ver- 
hindert nahe der Basis ein Sichtbarwerden der Farbung im UV-Licht. 
In einer mittleren Zone entsteht eine ringformige Farbspeicherung, fiir 
die noch keine Erklarung gegeben werden kann. 

11. Der mit Neutralrot erkannte Farbungsunterschied der beiden 
isogamen Geschlechter bei der Kopulation (JOHANNES, 1939) ist auch 
mit Acridinorange moglich und wirkt noch eindrucksvoller, da sich hier 
kupferrote Membranfarbung einerseits und griine Plasma- und Kern- 
farbung andererseits gegentiberstehen, wahrend beim Neutralrot nur 
ein Mehr oder Weniger der rotbraunen Membranfarbung beobachtet 
werden konnte. Die Lage des Umschlagspunktes (px = 6,9—7,1) ist 
aber bei beiden Farben dieselbe. Auch der Umschlagsbereich Membran— 
Zellinneres ist wie bei der Neutralrotfirbung beim -++-Stamm weiter 
zum sauren Bereich hin verschoben als der des —-Stammes. 

12. Die Vitalfirbung der Zygote wurde in Vorversuchen studiert. 
Nach dem Abschilen des Exospors la8t sich eine Plasmafarbung und 
eine Farbung des Oltropfens in Abhingigkeit vom px-Wert erzielen. 
Auch Umlagerungen des Farbstoffes durch farblose Puffergemische 
sind méglich. Eine Membranfarbung des Endospors wurde nicht erreicht. 

13. Die mit dem basischen Farbstoff Acridinorange gewonnenen Er- 
gebnisse an Phycomyces werden mit den friiher an Pilzmycelien ge- 
wonnenen Ergebnissen (1939, 1941) verglichen und es wird der Versuch 
unternommen, eine Theorie der Stoffaufnahme fiir die basischen Farb- 
stoffe aufzustellen. Es wird erkannt, daB der Speicherungsmodus abhangt: 

a) vom Dissoziationsgrad des Farbstoffes und damit von der Wasser- 

stoffionenkonzentration des AuBenmediums, 

b) von dem Verhiltnis: Wasserstoffionenkonzentration der Vacuole 

und Wasserstoffionenkonzentration des AuBenmediums. 
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14. Auf Grund der Farbungen junger und alterer Mycelteile und auf 
Grund von Farbungen an Helodea und Alliwm wird angenommen, da8 
die basischen Farbstoffe nach den Orten streben, an denen sie am besten 
dissoziieren kénnen, also zu Orten héchster H-Ionenkonzentration. 

15. Die unschadliche Plasma-Kernfarbung mit Acridinorange wird als 
, Imbibitionsfirbung‘‘ erkannt. Jede Speicherung im engeren Sinne einer ~ 
Anreicherung fiihrt zu beachtlichen Schiden oder zum Zelltod. 

16. Eine Diskussion der bisher bekanntgewordenen Ergebnisse tiber 
die Aufnahme von Neutralrot und Acridinorange fiihrt zu dem SchluB, 
daB nicht das Plasma, sondern die Vacuole in erster Linie auf auBere 
Faktorenanderungen reagiert. 
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Untersuchungen iiber die Okologie und den 
Massenwechsel bodenbewohnender mikroskopischer Pilze. 


I. Die Bedeutung organischer Nihrstoffe fiir die Entwicklung 
von Ophiobolus graminis in der Rhizosphire und im freien Boden. 


Von 
A. GERHARD WINTER. 


Mit 12 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 8. April 1949'.) 


Unsere Kenntnisse von der Okologie bodenbewohnender parasitischer oder 
saprophytischer mikroskopischer Pilze sind nur gering. Das wird besonders deutlich 
bei Durchsicht der Zusammenfassung von NIETHAMMER (1937). Sie versucht ledig- 
lich, zwischen bestimmten Bodentypen und dem Auftreten einzelner Pilze oder 
Pilzgruppen Beziehungen zu kniipfen. Ob ein solches Verfahren geniigt, d.h., 
daB die Klassifizierung der Boden zusammenfallt mit einer Absonderung bestimm- 
ter wachstumbestimmender Faktoren, erscheint zumindest in vielen Fallen fraglich. 
Davon abgesehen fehlen jedoch fast jegliche Erfahrungen, die das Auftreten oder 
Fehleneiner Pilzart erklaren kénnten. Das hatseine Ursache vor allem darin, daB quan- 
titative Untersuchungen iiber die Entwicklungsméglichkeiten von mikroskopischen 
Bodenpilzen in Abhangigkeit von Umweltfaktoren bisher kaum méglich waren. 
Man hat zwar infolge der praktischen Bedeutung bodenbewohnender Pflanzen- 
parasiten, insbesondere von phytopathologischer Seite, versucht, hier zu neuen 
Erkenntnissen zu kommen, ist aber in der Regel methodisch gescheitert. So ist 
es das Verdienst von SCHAFFNIT und seiner Schule, SCHAFFNIT und MEYER- 
Hermann (1930), Lresau (1932), sich eingehender mit den Lebensbedin- 
gungen pflanzenparasitischer bodenbewohnender Pilze in ihrem saprophytischen 
Lebensabschnitt befaBt zu haben. Ihre Untersuchungen und ebenso die Arbeiten 
von K. O. Mitier (1924) iiber Rhizoctonia verlieren bei aller Genauigkeit jedoch 
wesentlich an Bedeutung, wenn man die Resultate, die im sterilisierten Erdboden 
gewonnen wurden, auf den natiirlichen mikrobendurchsetzten Boden tibertragen 
will. Natiirlicher und steriler Boden sind zwei véllig verschiedene Medien, einmal 
physikalisch-chemisch, insbesondere aber in biologischer Hinsicht. Welche Be- 
deutung Nahrungskonkurrenz und gegenseitige Beeinflussung der Mikroben durch 
Bildung oder Zerstérung von Antibioticis, Wirkstoffen, pxa- oder Ruy-Anderungen 
haben, das ergibt die Differenz in den Resultaten des Kulturversuchs eines Orga- 
nismus in sterilem und natiirlichem Boden mit aller Evidenz. Ebensowenig fiihrt 
uns die Wahl eines anderen sterilen Mediums weiter. Man denke nur an die 
unterschiedliche gegenseitige Beeinflussung zweier Organismen auf verschiedenen 
Béden infolge der Abhingigkeit der Bildung bestimmter Antibiotica vom Substrat. 
Die Ubertragbarkeit in steriler Kultur gewonnener Ergebnisse auf natiirliche 
Boden wird ferner dadurch in Frage gestellt, daB die Bildung bzw. Wirkung der 


* Von der Redaktion der ,,Botanica oeconomica im Juli 1948 angenommen; 
die Zeitschrift hat jedoch ihr Erscheinen einstellen miissen. 
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Antibiotica durch Gegenwart anderer Mikroben beseitigt werden kann. Dieses 
gilt fiir das von Penicillium-Arten ausgeschiedene Notatin, das von Hefe leicht 
zerstort wird, und, ebenso fiir eine durch den Verfasser untersuchte Penicillium-Art, 
die ein gegeniiber Ophiobolus graminis stark wirksames Antibioticum ausscheidet, 
das durch gleichzeitige Anwesenheit einer Cladosporium-Art unschidlich gemacht 
wird. Da in letztem Fall zudem die Bildung des Antibioticums z. B. nur auf Gly- 
kose und Biomalz, nicht aber auf Peptonnahrbéden erfolgt, ergibt sich hier bereits 
bei Gegenwart von drei Organismen (Ophiobolus graminis, Penicillium spec. und 
Cladosporium spec.) und Verwendung von verschiedenen Nahrbéden eine Vielzahl 
von Moglichkeiten fiir das Auftreten und Ausbleiben antibiotischer Erscheinungen. 
Wieviel komplizierter und uniibersichtlicher werden die Verhaltnisse im Boden 
bei der Vielfalt der Organismen und ‘der Mannigfaltigkeit der Nahrsubstrate! 

Sicher benGtigen wir auf der einen Seite die Untersuchung: der ,,Oko- 
logie“ unter sterilen Verhaltnissen, um in grundsitzlichen Fragen 
Klarheit zu erhalten. Bei dem iiberaus komplexen Geschehen im Boden 
erscheint es aber zumindest als fernes Ziel, auf diesem synthetischen 
Wege bis zur Kenntnis der wirklichen Okologie am natiirlichen Standort 
vorzudringen. 

Mit Hilfe einer von WINTER (1947) angegebenen Methode! kann die 
Wirkung verschiedener Umweltfaktoren auf mikroskopische Bodenpilze 
nunmehr in natiirlichem Boden tiberpriift werden. Allerdings muB dabei 
beriicksichtigt werden, daB jede Anderung des Milieus gleichzeitig die 
iibrigen Bodenorganismen beeinfluBt. Das hat bei den zahlreichen Kor- 
relationen zwischen verschiedenen Mikroben zur Folge, daB haufig nicht 
entschieden werden kann, ob der betreffende Faktor unmittelbar oder 
indirekt durch Verschiebung anderer Milieubedingungen zur Wirkung 
kam, und daB seine Wirkung sich der Vorhersage entzieht. Es wird sich 
zwar in Hinzelfallen durch verschiedene Experimente erschlieBen lassen, 
in welchen Bahnen der Kausalnexus verlief, doch mu8 anerkannt werden, 
daB hier vom Standpunkt rein kausaler Forschung eine Schwierigkeit 
besteht. Nicht so sehr fiir den angewandten Wissenschaftler, dem es 
unter Umstanden gentigen kann, die Wirkung eines bestimmten Faktors 
in einem bestimmten Fall zu kennen. Auch ihm bietet genaue Kenntnis 
der Kausalketten Vorteile, sofern das Geschehen nicht so komplex und 
verzahnt ist, daB eine Vorausbestimmung des endlichen Resultats den 
unsicheren Charakter einer ,,Wettervorhersage‘‘ annimmt. 

Die Eigenart des Bodens als physikalisch-chemisch-biotischer Kom- 
plex mannigfaltigster Zusammensetzung léBt allerdings erwarten, daB 
die vielfaltige Verflechtung der Komponenten nicht nur eine Aussage 
iiber die voraussichtliche Wirkung eines Faktors in einem bestimmten 


1 Bei einem Besuch in Rothhamsted im Mai 1947 ergab sich im Gesprach mit 
S. D. Garrerr, da8 von seinem Schiiler J. D. Buatr 1944 annihernd die gleiche 
Methode zur Untersuchung von Rhizoctonia solani verwendet wurde. Die Arbeit 
war mir bei der erstmaligen Publikation des Verfahrens (ApPEL-Festschrift, 1947) 
infolge des Krieges bis dahin unbekannt. 
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Boden, sondern auch die Ubertragung der beobachteten Resultate auf 
einen anderen Boden unmdglich macht. 

Nicht selten findet man in der Literatur widersprechende Angaben 
iiber die Abhangigkeit verschiedener, durch pflanzenpathogene Boden- 
pilze verursachter Krankheiten von KulturmaBnahmen oder der 
Zufuhr bestimmter Substanzen. So konnte z. B. Rea (1939) den Er- 
folg von Krne (1937) in der Bekimpfung des Wurzelparasiten der 
Baumwolle, Phymatotrichum omnivorum, mit Hilfe organischer Diinger 
nicht bestatigen. Ebenso ist nach Garrett (1944, 8. 103) die von 
SanrorD (1926) beobachtete schorfvermindernde Wirkung einer 
Griindiingung durchaus nicht regelmaBig zu erwarten. Man ist nur zu 
leicht geneigt, diese Angaben auf Ungenauigkeit der Methodik zuriick- 
zufiihren. Ist es aber nicht denkbar, da diese Unsicherheit sich bemerk- 
bar macht, sowie der Boden als mitbestimmender Faktor fiir das Ver- 
suchsresultat auftritt ? Sind naimlich zwei Boden, die verschiedenen Orts 
fiir den gleichen Versuch verwandt wurden, nicht zumeist so verschieden 
in ihren physikalisch-chemischen und biotischen Eigenarten, daf bei 
nur allzu leicht zu erwartenden mittelbaren Kausalketten der Pilz von 
gleichen Faktoren im Endeffekt unterschiedlich, ja invers, beeinfluBt 
wird? Es besteht dartiber hinaus die Frage, ob die Anderung eines 
Faktors im natiirlichen Boden tiberhaupt gesetzmaBige Beziehungen 
zum Wachstum eines Bodenpilzes erkennen la8t, wie wir das von 
sterilen Kulturen als Regel kennen. Ist es also z. B. selbstverstiandlich, 
daB eine Griindiingung oder andersartige organische Stoffzufuhr bei 
hemmender Wirkung auf einen parasitischen Bodenpilz in doppelter 
Menge eine gleichsinnige gesteigerte Wirkung erkennen 1aBt ? Ware es 
nicht bei der méglicherweise in diesem Vorgang verkniipften Vielfalt 
von ineinandergreifenden Prozessen denkbar, daB bei verinderter Gabe 
eine inverse Wirkung auftritt und bei gleichmaBig fortgesetzter Stei- 
gerung Hemmung und Forderung unregelmiBig wechseln ? 

Das Ziel der nachstehenden Arbeit ist, dieser grundsatzlichen Frage 
nachzugehen. 


A, Allgemeines zur saprophytischen Entwicklung von 
Ophiobolus graminis. 


Die Okologie von Ophiobolus graminis ist durch frithere Untersuchun- 
gen (GARRETT, WINTER) weit eingehender als die der meisten anderen 
mikroskopischen Bodenpilze am natiirlichen Standort bekannt geworden. 
Zudem hat dieser Pilz infolge seiner morphologischen (im Boden leicht 
erkennbar) und physiologischen (durch Antibiotica leicht zu beeinflussen) 
Kigenheiten fiir solche Untersuchungen besondere Vorziige. SchlieBlich 
fallt dieses Problem weitgehend zusammen mit der Bekimpfung boden- 
bewohnender Pflanzenparasiten in Abwesenheit ihrer Wirtspflanzen 
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durch Zersetzung ihres Mycels in Pflanzenresten bzw. durch Hemmung 
ihrer saprophytischen Entwicklung. 


Wir wuBten bis vor kurzem sehr wenig dariiber, wie weit und ob eg 
moglich ist, die Bodenverseuchung durch kulturelle MaBnahmen herab- 
zusetzen. Das hat die bereits angefiihrten Griinde: Uberschitzung des 
saprophytischen Wachstums durch Beriicksichtigung der in kiinstlicher 
Kultur oder sterilisiertem Boden zu erreichenden Entwicklung und die 
Unmoglichkeit, das Wachstum der Pilze im Boden quantitativ zu 
erfassen. 


Es ist insbesondere das Verdienst von GARRETT (1938), in diese Gebiete 
mit neuartiger Methodik vorgestoBen zu sein. GARRETT lie8 Weizenhalme, die mit 
einer Abkochung von string beans (11b.str.b.in 41 Leitungswasser fiir 4000 
5 cm lange Strohhalme) getrankt waren, 1 Monat bei 25° C steril von Ophiobolus 
graminis durchwachsen, brachte sie dann in den Boden und untersuchte in ver- 
schiedenen Abstinden ihre Infektionsfahigkeit auf folgende Weise: Die Halme 
wurden aus dem Boden herausgewaschen, aufgespalten und in den Spalt ein 
Weizenkorn eingefiihrt und das Ganze in feuchten Sand gelegt, in dem O. graminis 
die starkste Infektionskraft entfaltet. Im Verlauf seiner Untersuchungen kam 
GARRETT zu der Feststellung, daB die Zersetzung des Mycels am raschesten bei 
mittleren Temperaturen, giinstiger Bodenfeuchtigkeit und guter Durchliiftung 
erfolgt. Ebenso beschleunigen Zugaben N-armer Stoffe wie Glykose, Starke oder 
rye-grass meal zum Boden die Zerstérung des Mycels. In entgegengesetzter Rich- 
tung wirken N-reiche Stoffe wie getrocknetes Blut oder anorganische N-Verbin- 
dungen. GARRETT nahm zunachst an, daf bei N-Mangel antagonistische Mikroben 
das Ophiobolus-Mycel als N-Quelle angreifen und dementsprechend alle Faktoren, 
die die Mikrobenentwicklung fordern und dadurch N-Mangel auslésen, zu einer 
raschen Zerstorung des Mycels ftthren. Weitere Untersuchungen zeigten dann aber, 
daB das Ophiobolus-Mycel seine Vernichtung in den Zellen der Halme nicht untatig 
erwartet. Vielmehr erfolgt im Boden eine weitere Entwicklung des Pilzes in den 
Halmen durch Ausbildung dunkler Hyphen. Diese ist aber infolge der N-Armut 
des Substrates weitgehend vom N-Gehalt des Bodens bestimmt. Setzt durch Zugabe 
von N-armen Stoffen wie Glykose und dergleichen eine Uberentwicklung von 
Mikroben ein, so ist der vorhandene Stickstoff rasch verzelrt, O. graminis muB sein 
Wachstum einstellen und verfallt damit der Auflésung. Umgekehrt fordern N- 
Gaben die Ophiobolus-Entwicklung im Stroh, beschleunigen so die Zersetzung des 
Strohs und verzégern den Beginn des M ycelzerfalls. Dementsprechend erweist sich 
auch das Stroh, wenn Ophiobolus rasch abstirbt, als wenig, bei langer Lebensdauer 
des Pilzes als stark zersetzt. 

Allerdings grabt O. graminis damit auf langere Sicht sem Grab (siche unten). 
Es setzt namlich relativ lange Erhaltung des Mycels im Boden relativ rasche 
Zersetzung des Strohs voraus. Infolge dieser sich von einer gewissen Grenze ab 
gegenseitig ausschlieBenden Erscheinungen ist der Erhaltung der Infektionskraft 
des Pilzes im Stroh mit der restlosen Zerstérung des Gewebes durch O. graminis 
eine natiirliche, ziemlich tiefe Grenze gesetzt. Entweder muB die Infektionskraft 
verschwinden, weil das zu langsam wachsende Mycel zerfallt, oder die Hyphen 
gehen bei guten Wachstumsbedingungen ein, weil das Stroh ganz zersetzt ist. 
Bei beschrankter, fiir den Pilz erreichbarer Strohmenge miiBte daher bei mittleren. 
Wachstumsbedingungen, die eine Mycelzersetzung noch gerade verhindern, aber 
mit dem Cellulosevorrat sparsam wirtschaften lassen, die Verseuchung am lingsten 
erhalten bleiben. Wenn GARRETT diese GesetzmaBigkeit nicht beobachtete, so kann 
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das — weitgehende Parallelitat zwischen N-Gehalt und Strohzersetzung voraus- 
gesetzt — nur darin begriindet sein, daB er bei den Stickstoffgaben mengenmabig 
niebt genug variierte und die Grenze, die durch den Cellulosevorrat im Stroh gesetzt 
ist, nicht erreicht wurde. 

Garrett sieht also nach anfanglichen Erklarungsversuchen in anderer Richtung 
den Vorgang der Mycelbildung — allerdings innerhalb des Halmgewebes — als 
entscheidend fiir die Erhaltung der Bodenverseuchung an. Ohne Kenntnis dieser 
Arbeit (Garrerr 1940) hat Wrinrer (1947) auf Grund seiner Beobachtungen 
iiber das Wachstum von O. graminis auf CHoLopNy-Platten geschrieben: ,,Dem 
saprophytischen Wachstum von O. graminis kénnte also doch gréBere Bedeutung 
zukommen, als nach den Beobachtungen GARRE?Ts (1938) und eigenen Erfahrungen 
(WinTER 1942) anzunehmen war. Bei den eigenen Untersuchungen reichte die 
angewandte Methodik (direkte Beobachtung des Mycels an der Bodenoberflache 
mit dem Binokular) nicht aus, um die hier auftretenden feinen Unterschiede zu 
erfassen ; denn das mag hier noch hervorgehoben werden: Das Wachstum im Boden 
wird bei Bodenpilzen zumeist so schwach sein, daB es mit den Verhiltnissen auf 
kiinstlichen Nahrbéden nicht zu vergleichen ist. Es ist aber dann zu beriicksichtigen, 
da8B jahrelang vorhandene minimale Unterschiede in der Pilzentwicklung sich 
summieren und dann doch wirksam in Erscheinung treten kénnen.‘ 

Garret? konnte bei seiner Untersuchungsmethodik jedoch das saprophytische 
Wachstum, das sich eventuell von den infizierten Halmen aus in den Boden hinein 
volizieht, nicht erfassen, da er die Halme nach dem Entfernen aus dem Boden 
griindlich abwusch. Diese Tatsache verdient besondere Aufmerksamkeit im Zu- 
sammenhang mit der von Frtiows (1941) und Russet (1934) gemachten Be- 
obachtung, da zwar der groBte Teil des Pilazmycels ziemlich rasch verschwindet, 
da aber ein merklicher Teil der Infektionskraft des Bodens (bei vélliger Ab- 
wesenheit von irgendwelchen héheren Pflanzen) iiber zwei Jahre erhalten bleibt. 
Kiinstlich infizierte Strohstiickchen waren dagegen (GarretTr 1940) im Feld 
nach 11 Monaten (September bis Juli) nur noch in einem von hundert Fallen, 
natiirlich infizierte Strohteile nach der gleichen Zeit noch in dreizehn von hundert 
Fallen infektionsfahig. Das deutet wohl darauf hin, daB wir zwischen einer Infek- 
tionsfahigkeit des Bodens und der Langlebigkeit des Mycels im Stroh unter- 
scheiden, d.h., dafs wir das Wachstum des Pilzes von dem infizierten Stroh aus 
in den Boden hinein beriicksichtigen miissen, wenn wir die gegeniiber mycel- 
durchwachsenen Strohhalmen lingere Infektionsfahigkeit des gesamten Bodens 
verstehen wollen. 


Der Nachweis saprophytischer Entwicklung, die unabhingig vom 
Gewebe befallener Pflanzen oder von anderweitig eingebrachten Nahr- 
stoffen frei im Boden erfolgt, konnte vom Verfasser durch den nach- 
folgenden Versuch erbracht werden. Er untersuchte (Abb. 1) die Hyphen- 
entwicklung aus einem von Ophiobolus durchwachsenen Stiickchen Bio- 
malzagar von 6 mm Durchmesser auf Objekttragern in natiirlichem und 
bei 100° C in strémendem Dampf partiell sterilisiertem L68lehm mit 
geringem Humusgehalt. Die Objekttriiger wurden auf den Boden von 
Petrischalen gelegt, mit dem gleichmaBig feuchten (40% der m. W. K.) 
und gekriimelten Boden bedeckt und im Thermostaten bei 20°C und 
konstanter Bodenfeuchtigkeit gehalten. Nach verschiedenen, aus der 
Abb. | ersichtlichen Zeiten, wurden Objekttriger aus den Schalen ent- 
nommen und das Wachstum des Pilzes gemessen (siehe unten). Das 
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Wachstum im unbehandelten Boden stieg bis zur 25. Woche langsam an, 
dagegen fiel das zunachst starke Wachstum im partiell sterilisierten 
Boden steil ab. und erhéhte sich spiiter wieder, so da& es schlieBlich 
die gleichen Werte wie im natiirlichen Boden erreichte. 

In den schon im Augenblick des Einbringens in den Boden nihrstoff- 
armen Agarplattchen kénnen schwerlich nach einem monatelangen Ver- 
bleiben im Boden und damit verbundener Besiedlung durch verschie- 
denste Bodenmikroben noch irgendwelche Reste des leicht zu verwer- 
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Abb. 1. Wachstum der Laufhyphen von Ophiobolus graminis auf Glasplatten nach verschieden 
langem Verbleiben in partiell sterilisiertem und natiirlichem Boden (L6Blehm, 40% m. W. K.). 


tenden Biomalz vorhanden sein. Es mu8 sich daher das Mycel in den 
letzten Monaten aus. den im Boden vorhandenen Nahrstoffen, wenn 
auch schwach, entwickeln kénnen. Das Absinken der Ausdehnung des 
Pilzes im partiell sterilisierten Boden erklirt sich so, daB zunachst 
durch Uberentwicklung von Actinomyceten (vgl. hierzu die ausfihrlichen 
Erlauterungen der Kurve bis zur 17. Woche bei WINTER 1949) eine 
Zerstérung des gréBten Teils der Ophiobolus-Hyphen erfolgt und nur 
die alteren, den Impfstiicken naheren Partien teilweise erhalten blieber. 
Aus ihnen, die also zumeist gar keinen Konnex mehr mit den fast ganz 
zersetzten Impfstiicken haben, regeneriert sich nun das Mycel, wenn 
die Uberentwicklung der Actinomyceten abgeklungen und der Boden 
nach etwa einem halben Jahr zum Normalzustand zuriickgekehrt ist. 
Es entwickelt sich relativ kraftig und erreicht bald die gleiche Aus- 
dehnung wie in natiirlichem Boden. 

Die Existenz freier Mycelien auBerhalb des befallenen Pflanzen- 
gewebes, sei es, daB sie die Nahrungsstoffe aus der Bodenlésung auf- 
nehmen, sie aus Geweberesten im Boden frei machen (verstirkte 
Entwicklung in der Nahe und Durchsetzung von Pflanzenresten durch 
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Ophiobolus graminis ist auf den Objekttrigern haufig zu erkennen) oder 
in bereits befallenen Pflanzenteilen weiterwuchern, ist also anzunehmen 
und offensichtlich von erheblicher Bedeutung fiir die Biologie und den 
Massenwechsel des Pilzes. Die Untersuchung dieser Mycelentwicklung in 
Abhiingigkeit vom Nihrstoffgehalt des Bodens ist das Ziel der vorliegenden 


Arbeit. 

Zu klaren bleibt auBerdem die Frage, ob der Mycelzersetzung in den Stoppeln 
oder der Entwicklung der saprophytischen Mycelien im Boden die groBere prak- 
tische Bedeutung zukommt. Haufiger Anbau anfalliger Pflanzen in Abstanden 
von nur 1 oder 2 Jahren wird soviel verseuchte Stoppeln in den Boden bringen, 
daB die Beschleunigung ihrer Zersetzung vordringlichstes Ziel aller KulturmaB- 
nahmen sein muB. Die saprophytische Durchdringung des Bodens wird daneben 
so bedeutungslos, daB in ausgesprochenen Weizenlandern der Schwerpunkt der 
Bekampfung ausschlieBlich in der Forcierung der Stoppelzersetzung liegen muB. 
Trennt dagegen ein mehrjaihriger Abstand das Erscheinen der Wirtspflanzen, so 
gewinnt die Unterdriickung der saprophytischen Entwicklung an Bedeutung, da 
sie nach der oben erwahnten relativ raschen Zersetzung des Mycels in den Stoppeln 
alleinige Tragerin der Bodenverseuchung wird. Welchem Vorgang also unser 
groBeres Interesse vom praktischen Standpunkt aus gehéren muB, haingt von der 
jeweiligen Fruchtfolge ab. 

Es soll mit diesen Untersuchungen iiber die Mycelentwicklung keineswegs der 
Nachweis erbracht werden, da8 ein solcher Vorgang fiir die Ausbreitung des Pilzes 
im Boden, d.h. fiir das Vordringen in unverseuchte Areale von Bedeutung ist. 
Dafiir ist diese Art des Wachstums gegeniiber der Méglichkeit, gréBere Entfernun- 
gen durch Parasitierung anfilliger Pflanzen oder in der Rhizosphare nicht an- 
falliger Arten (WINTER 1948) zuriickzulegen, zu geringfiigig. Auch haben PapDwick 
(1935), Apam und CoLquHouN (1936) sowie FELLows und Fricke (1939) die Be- 
deutungslosigkeit solcher Erscheinungen tiberzeugend dargelegt. Nur ihr Anteil 
bei der Erhaltung der Bodenverseuchung durch saprophytische Entwicklung ist 
in diesem Zusammenhang wichtig. 


Es erscheint von besonderem Interesse, den Einflu8 der zu priifenden 
Faktoren in Parallelversuchen auf die sogenannten Laufhyphen des 
Pilzes zu untersuchen. Sie sind ein Teil der parasitischen Phase, wachsen 
aber unter staéndigem Abzweigen farbloser, feinverzweigter Infektions- 
hyphen in das Wurzelinnere als dunkle Hyphen auf der Wurzelober- 
flache anfalliger Pflanzen. So sind sie unter optimalen Ernahrungs- 
bedingungen doch allen anderen Einfliissen in der Rhizosphare aus- 
gesetzt. Die Untersuchung der Laufhyphen hat daher zwei Vorteile. 
Sie erméglicht den Vergleich der in der Rhizosphare und im freien Boden 
herrschenden Bedingungen und erlaubt infolge der optimalen Ernihrung 
des Pilzes indirekte Wirkungen von Nahrstoffen zu isolieren. 


B. Zur Methodik. 


1. Die saprophytische Phase von Ophiobolus graminis. 


Aus gut vom Pilz durchwachsenen Biomalzagarplatten (10 em? je Petrischale) 
wurden mit dem Korkbohrer 5 mm grofe Stiicke herausgestanzt und zu je zweien 
auf Glasplatten gebracht, die auf der Unterseite mit Fettstift beschriftet, auf den 
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Boden von Petrischalen gelegt und dann mit Erde gleichmaBig locker bedeckt 
wurden. Beschriftung mit Fettschrift auf der Oberseite muB vermieden werden, 
da Ophiobolus graminis und andere Bodenpilze das Fett leicht zersetzen und auf 
und um die Beschriftung ein dichtes, kraftiges Mycel bilden. Die lockere Bedeckung 
erfolgte, damit nicht der Kohlendioxydgehalt der Bodenluft fiir den sehr CO,- 
empfindlichen Pilz (WinTER 1939) zum begrenzenden Faktor wurde, und seine 
Veranderung durch Zufuhr organischer Nahrung stérend in die Versuchsergebnisse 
eingriff. Die Boden waren luftgetrocknet, gesiebt und in einer Neubauerschale mit 
aqua dest., das den jeweils angegebenen Prozentsatz an Biomalz, Pepton, Glykose 
usw. in geléster Form enthielt, bis zu 40% der m. W. K. unter griindlichster Durch- 
mischung abgesattigt und zum Teil in lufttrockenem Zustand 2 Std in stromendem 
Dampf bei 100°C partiell sterilisiert. Nach 14tagiger Aufbewahrung bei kon- 
stanter Temperatur wurden die Objekttrager herausgenommen und die Entfernung 
zwischen Agarrand und den am weitesten vorgedrungenen Hyphen in 4 aufeinander 
senkrechten Richtungen mit Hilfe eines Kreuztisches bestimmt. Jedem Einzelwert 
liegen dabei in der Regel 90—110 Messungen zugrunde, so da& innerhalb eines 
Versuches auftretende Schwankungen weitgehend ausgeglichen werden. An sich 
ware fiir jeden Wert die Feststellung des mittleren Fehlers wiinschenswert gewesen. 
Sie war nicht ohne einen unverhaltnismaBig hohen Arbeitsaufwand durchfiihrbar, 
da dieser Arbeit insgesamt etwa 40000 Messungen zugrunde liegen. Um diesem 
Mangel abzuhelfen, wurde zu einer groBen Anzahl von Versuchen eine dreifache 
Kontrolle ohne Nahrstoffzusatz angesetzt. Die Werte sind jeweils rechts von den 
Kurven eingetragen. An Hand der Streuung zwischen den zusammengehérenden 
Kontrollen kann man die Bedeutung der nach Niahrstoffzusatz auftretenden 
Wachstumsschwankungen annahernd beurteilen und entscheiden, ob sie mit dem 
variierten Faktor in Zusammenhang gebracht werden kénnen. Diese weitgehende 
Sicherung der experimentellen Ergebnisse gegen die trotz peinlich genauer Ver- 
suchsdurchftthrung in der Methode selbst begriindete Streuung ist von grund- 
legender Bedeutung. 

Trotz diesen standigen Kontrollen der Versuchsergebnisse galt es, die Werte 
durch Herabsetzung der beobachteten Schwankungen nach Moglichkeit weiter 
zu verbessern. Insbesondere kénnte das Alter der verwendeten Kulturen und bei 
Gebrauch gleichaltriger Herkiinfte der Ort auf der Agarplatte, von dem das Platt- 
chen stammt, das Wachstum beeinflussen. Der Pilz vollzieht nimlich im Boden, 
zumindest bei kurzer Versuchsdauer, sein Wachstum hauptsachlich aus dem Nahr- 
stoffgehalt des Plattchens. In einer feuchten Kammer dringen aus solchen Agar- 
stiickchen kraftige Hyphen hervor und wachsen vereinzelt bis zu 35 mm tiber den 
Objekttrager. Es kénnte also namentlich bei jungen, gerade bis zum Rande der 
Schale gewachsenen Kolonien von Bedeutung sein, ob das Agarstiickchen vom 
Rande einer Kolonie oder aus der Mitte stammt. Der Nahrboden in der Mitte 
wird ziemlich erschépft sein, wahrend in den mehr sklerotialen Geweben erhebliche 
Reserven gespeichert sind. Der Agar am Rande dagegen ist bei jungen Kulturen 
nahrstoffreich, das Pilzmycel aber noch arm an Reservestoffen. Die Agarstiickchen 
werden nun im Boden leicht von Bakterien und Pilzen besiedelt. Dann bieten die 
Agarstiickchen vom Rande einer jungen Kolonie infolge ihres Reichtums an Nahr- 
stoffen und des Fehlens antibiotischer Stoffe nur zu leicht bessere Bedingungen 
zur Ansiedlung und damit zur Nahrungskonkurrenz oder gar zur Ausscheidung 
fiir Ophiobolus graminis ungiinstiger Stoffwechselprodukte. Auf alteren Ophiobolus- 
Kulturen siedeln sich dagegen, auch wenn man sie staérksten Infektionen durch 
Luftkeime aussetzt, kaum jemals Mikroben an. 

Es muB8ten daher einmal das Wachstum verschiedenaltriger Kulturen 


und anderseits der Rand und: Mittelpartien gleichaltriger Kulturen 
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verglichen werden. Das Ergebnis eines solchen Versuches zeigt die 
Tab. 1. 


Der innerste Teil, aus dem Agarstiickchen entnommen wurden, ist ein Kreis 
mit 14 mm Radius um den Mittelpunkt. Langs dieses Kreises wurden die Scheib- 
chen ausgestochen. Die mittleren Plattchen stammen aus einem Kreis mit 28 mm 
Radius, die auBeren aus dem peripheren Kreis am Rand der Schalen mit etwa 
40 mm Radius. Der Versuch begann am 8. 4., als der Pilz in der am 30. 3. beimpften 
Platte gerade den Rand der Petrischalen erreicht hatte. 


Tabelle 1. 
; Wachstum nach 14 tigiger Versuchsdauer bei 20°. 
Darin, 2 fps EA 2 Die Plittchen sind entnommen aus den Petrischalen vom 
beimpft wurden 
inneren Teil mittleren Teil — ajuBeren Teil 

Juli LO Ta tea hacia aks 0,4 0,3 0,1 
Herbst WL O47 op ate tata 0,1 0,1 0,1 
“Ys [OF cash chive 0,1 0,1 0,1 
Duan LOLS at cue) 1,8 1,6 13 
ete es deel O4.9a;5 micas af Feasts 1,1 1,0 1,9 
Die Medi D0. hres ie ane aa 1,5 1,0 1,5 
J Giivenss ge FL OF On caxopr ctr Woks 1,3 1,1 1,1 
TG8) 45a LOGI. cede aioceats 0,9 1,0 1,0 
DO me swe Ot Ose cacukrciee 1,0 1,2 1,6 
SOM ssi al OSS deg trareces maul 1,3 1,4 13 
BO aerss ti LOLS A. mca ce ea cs lie igs 1,4 


Altersunterschiede der Kultur von einem Monat sind also ohne Be- 
deutung. Erst bei sehr alten Platten zeigt sich eine -allerdings erhebliche 
Schwichung der Entwicklung. Es ist in jedem Fall bedeutungslos, ob 
das Plaittchen vom Rande, dem Zentrum oder dem mittleren Teil der 
Kultur entnommen wird. Trotzdem wurde bei allen Versuchen darauf 
gesehen, daB fiir jeden Wert (100 Messungen) jeweils Agarstiickchen 
aus allen Zonen der Schalen gleichmaéig entnommen wurden. 


In den natiirlichen Boden stimmen die 3 Kontrollwerte (vgl. Abb. 6, 
8, 10) jeweils gut tiberein. Nur in den partiell sterilisierten Boden zeigen 
sich vereinzelt auffaliende Differenzen. Alle Faktoren fiir die drei gleich- — 
zeitig laufenden Kontrollen waren aber konstant, nur die sehr griindlich 
vollzogene Durchmischung mit dem Wasser wurde in getrennten 
Neubauerschalen durchgefiihrt. Die Stérungen sind daher vermutlich 
auf die in diese biologisch nicht mehr ausbalancierten Substrate wie in 
ein Vakuum einstrOmenden Infektionen (es wurde mit ihnen nur sehr 
sauber, aber nicht steril gearbeitet) zuriickzufiihren. Sie miiBten nach 
explosionsartiger Ubervermehrung (man denke an die Entwicklung von 
Pyronema confluens in partiell sterilisierten Béden) erhebliche Wachs- 
tumshemmungen fiir Ophiobolus graminis auslésen kénnen. Alle zu- 
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gehérigen Hinzelwerte der betreffenden Kontrolle zeigen dabei gleich- 
bleibend den niedrigen Wert. 

Hine gleichzeitige Reihe von drei Kontrollwerten lieB in. natiirlichen 
Béden also gute Ubereinstimmung erkennen. Zu anderer Zeit ergaben 
aber Kontrollen mit den gleichen Béden bei unveranderten Versuchs- 
bedingungen plétzlich andere, aber wiederum in sich einheitliche Werte. 
So liegen die drei Kontrollen zu dem Glykoseversuch (Abb. 8) in un- 
steriler Gartenerde bei 2,2, 2,7 und 2,9 mm, wihrend bei dem Versuch 
mit Pepton fiir die Kontrollen in natiirlichem LéBlehm (Abb. 6) 3,5, 
4,2 und 4,7 mm und bei Biomalz schlieBlich 5,3, 6,1 und 7,2 mm gemessen 
wurden. Temperatur, Feuchtigkeit, Herkunft und Vorbehandlung der 
Erde (zu gleicher Zeit getrocknet, gesiebt und gleichmaBig durchmischt) 
und Dauer des Versuchs waren gleich. Der einzige Unterschied bestand 
darin, daB der Glykoseversuch am 15. 10., der mit Biomalz am 16. 10. 
und der mit Pepton am 17. 10. angesetzt wurde. 

Nach den Erfahrungen von Borrets (1940, 1941) lag es nahe, diese 
Erscheinung auf Wetterfaktoren unbekannter Natur zuriickzufiihren. 
Es wurde daher das Wachstum des Pilzes in L68lehm und Komposterde 
in Absténden von 14 Tagen gemessen. Die Erdproben entstammen 
einer einheitlichen Menge, die seit mehreren Monaten im getrockneten 
und gut durchmischten Zustand aufbewahrt wurde. Es wurden in jeder 
Bodenart jeweils vier Wiederholungen mit je 100 Messungen durch- 
gefiihrt. Die vier Parallelen wurden getrennt in vier Neubauerschalen 
mit Wasser bis zu 40% der maximalen Wasserkapazitat gemischt. Die 
Ophiobolus-Kulturen waren stets gleich alt. Sie wurden 14 Tage vorher 
beimpft und anschlieBend bei 25° C gehalten. Es wurde ein Kinsporen- 
stamm zu diesen wie zu allen anderen Untersuchungen gebraucht. Der 
Versuch wurde ab 16. 3. bis 24. 8.in regelmaBigen Abstinden neu an- 
gesetzt. Die vier Einzelwerte, die sich, wie gesagt, auf je 100 Messungen 
sttitzen, een jeweils sehr gute Ubereinstimmung (Abb. 2). Die Wieder- 
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Abb. 2. Saprophytisches Wachstum von Ophiobolus graminis in jeweils vier gleichzeitig angesetzten 

Kontrollen in Komposterde und Lé&lehm. Die Versuchsbedingungen sind bei allen Wiederholungen 

identisch, nur das Datum des Versuchsbeginns ist jeweils um 14 Tage verschoben. Auftreten von 
Spriingen am 16.3.in LéSlehm, am 27. 4. und 6.7. in Komposterde. 


holungen gaben bis auf drei Ausnahmen stets die gleichen Werte. In 
dem LoBlehm ist das Wachstum vom 16. 3.—30. 3. eindeutig hoher als 
in simtlichen anderen Versuchsreihen, und ebenso schnellt in der Kom- 


posterde das Wachstum in der Zeit vom 27. 4.—11. 5. und 6. 7.—20. 7. 
4* 
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auf den doppelten bis dreifachen Wert. Diese Unterschiede sind noch 
stirker, als die Zahlen erkennen lassen, weil in der Versuchsserie mit den 
Werten 0,5—1,0 stets nur ganz vereinzelt unverzweigte, verkimmerte 
Hyphen auswuchsen, wihrend bei den Reihen mit besserem Wachstum 
gleichzeitig sich das Mycel verdichtete, viel kraftiger wuchs und sich 
reichlich verzweigte. 

Die Schwankungen in der Komposterde und dem L68lehm treten 
nicht gleichzeitig auf. Es laBt sich also keine unmittelbare Beziehung 
zwischen Witterungsverlauf oder 
einem anderen mit der Zeit ver- 
anderlichen Faktor und Ophiobo- 
lus-Wachstum erkennen. 


Nimmt man aber an, daBder Bor- — 
s TELSsche Wachstumsfaktor oder ein 
x Steril anderer Einflu8 auf die gesamten 
\Biomalz  Bodenmikroben einwirkt, dann steht 
vou to, auch kaum zu erwarten, daB Ophio- 
‘ bolus graminis in beiden Béden zu 
gleicher Zeit reagiert. Der begrenzende 
Faktor fiir die Entwicklung ist vor 
allem der Gehalt der Bodenlésung 
an Hemmungsstoffen (WINTER 1942, 
1948). Beider Vielfalt der Organismen, 
“4. Ry cial die wahrscheinlich an ihrer Produktion 
' mitwirken (WINTER 1942), ist ein un- 
0 3 6 9 72 «15 Tage mittelbarer Zusammenhang zwischen 
Wetterfaktoren und der Entwicklung 
Abb. 3. Saprophytisches Wachstum von Ophiobolus des Pilzes nicht zu erwarten. Eben- 

graminis in partiell sterilisierter Komposterde und 


ebenso behandeltem LéBlehm mit und ohne Zusatz © SOWenig ist bei den starken mikro- 
von 0,5% Biomalz. Auf der Abszisse ist die Zeit | biologischen Unterschieden zwischen 


in Tagen eingetragen, die zwischen der partiellen Kompost und LéBlehm anzunehmen, 
Sterilisation und ‘dem Versuchsbeginn verstrichen dab ainh’ dis Steigerung im Waohan 
ist. Versuchsdauer jeweils 14 Tage. 

tum gleichzeitig in beiden Boden zeigen 

mu. Auch BorreEts (1940) beobach- 
tete, daB der HinfluB der Wetterlage auf die N-Bindung von Azotobacter in Erde viel 
undeutlicher ist als in Nahrldsung. Kine Entscheidung in dieser Frage wire aller- 
dings nur zu erreichen, wenn der Versuch mit den gleichen Béden, dem gleichen 
Impfmaterial und unter gleichen Bedingungen an verschiedenen Orten Deutsch- | 
lands oder Europas gleichzeitig durchgefiihrt wiirde. Die Verschiebung der Zyklo- 
nen, die ja nach BorTELS mit dem maBgebenden Faktor bei der Wetterbeeinflussung 
gekoppelt ist, miiBte sich dann in einer Phasenverschiebung der Wachstums- 
steigerung bemerkbar machen. 


Auch das Auftreten besser wachsender Mutanten erklirt nicht die 
plotzlich auftretenden Entwicklungsspriinge. Es wire dann nicht zu 
verstehen, daB bei Verwendung des gleichen Impfmaterials das bessere 
Wachstum (bei vélliger Kinheitlichkeit der Werte im Kompost bzw. 
dem L6Blehm) nicht in beiden Béden gleichzeitig auftritt und im nach- 
sten Versuch wieder verschwindet. 


Ayphenlinge 
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Sieht man von diesen also relativ selten auftretenden Sprtingen ab, 
so ist wahrend eimes Versuches die Konstanz der Bedingungen weit- 
gehend gewahrt. Dagegen miissen wir nach der partiellen Sterilisation 
mit dauernden und iiberaus starken Verschiebungen im Bodenzustand 
rechnen (Abb. 3). Das am Ende einer Versuchsperiode von 14 Tagen 
erhaltene Ergebnis setzt sich also nicht aus 14 gleichen Tagesresultaten 
zusammen. Vielmehr finden im Boden dauernd Veranderungen statt, 
die an jedem Tag nach der partiellen Sterilisation das Pilzwachstum 
anders beeinflussen. Besonders interessant ist der Kurvenverlauf in der 
Gartenerde. Wir haben hier einen der immer wieder einmal auftretenden 
_ Falle vor uns, wo die partielle Sterilisation bei unmittelbarer Beimpfung 
unwirksam ist (2 mm werden auch im natiirlichen Boden erreicht). 
Hier tritt erst spaiter die wachstumssteigernde Wirkung der partiellen 
Sterilisation in Erscheinung. Da der Verfasser (1942) an anderer Stelle ge- 
zeigt hat, daB bei der partiellen Sterilisation auch fiir Ophiobolus graminis 
toxische Stoffe gebildet werden, ist der Kurvenverlauf in der Gartenerde 
vielleicht so zu verstehen, daB solche durch die Erhitzung auftretenden 
Stoffe zunachst zerstort werden, nach 12 Tagen sich aber die Riick- 
bildung des alten Gleichgewichtes bemerkbar macht. 

Es mu8 daraus gefolgert werden, daB partiell sterilisierte Boden un- 
mittelbar nach der Erhitzung und gleichzeitig zu verarbeiten sind. 


2. Die parasitische Phase von Ophiobolus graminis. 


Die quantitative Messung der Laufhyphenentwicklung nach der Methode von 
GARRETT ist vom Verfasser in friiheren Arbeiten ausfiihrlich beschrieben (vgl. 
Winter 1942). Kleine pilzdurchwachsene Agarstiickchen werden so unter die 
Samen gelegt, daB die Wurzeln durch sie wachsen miissen. Die Laufhyphen wachsen 
dann an den Wurzeln entlang. Ihre gréBte Ausdehnung wird unter dem Binokular 
(Auflicht) bestimmt. 


©. Die Beeinflussung der saprophytischen Entwicklung von Ophiopolus 
graminis durch organische Nahrstoffe. 


Okologie und Massenwechsel parasitischer und saprophytischer Pilze 
diirften in engem Zusammenhang mit dem Vorkommen organischer 
Stoffe stehen. Doch mu8 die Nahrstoffkonkurrenz und die unterschied- 
liche Reaktion der iibrigen Bodenmikroben auf organische Nahrstoff- 
zufuhr in leicht angreifbarer Form (vgl. WAKSMAN und SrarKEy 1924) 
im Verein mit nachfolgenden Verschiebungen im mikrobiologischen 
Gleichgewicht durch antibiotische Krifte die Wirkung auf einen Or- 
ganismus, namentlich, wenn er antibiotisch empfindlich ist, gegentiber 
den Verhaltnissen in Reinkultur abandern. Es bedarf daher einer Prt- 
fung, wie weit die Verhaltnisse im Boden Ahbnlichkeit mit den in fliissigen 
oder auf festen Nahrbéden zu beobachtenden Beziehungen zwischen 
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Pilzentwicklung und Nahrstoffkonzentration haben. Um die Zusammen- 
hinge mdglichst klar zu iibersehen, wurde das Wachstum des Pilzes 
in Abhingigkeit von bestimmten Nahrstoffen auf Agargallerten ver- 
schiedener Zusammensetzung und in Béden gepriift, die einen allmah- 
lichen Ubergang zu den im natiirlichen Boden herrschenden Verhaltnissen 
darstellen. 


Pepton (Witte), Glykose und Biomalz wurden in einer Konzentration von 0,15, 
0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 und 5% einem Agar, der mit Leitungswasser oder 
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Abb. 4. Saprophytisches Wachstum von Ophiobolus graminis auf Glasplatten in Sand nach Zugabe 
verschiedener Mengen von Biomalz, Glykose und Pepton. K. B. = Kontrolle Biomalz, 
K. Gl. = Kontrolle Glykose, K. P. = Kontrolle Pepton. 


mit einem sterilisierten Extrakt einer Komposterde bzw. eines L6Blehms angesetzt 
war, zugefiigt. Gleiche Gaben wurden LéBlehm und Komposterde, oder einem 
2 Std bei 100°C partiell sterilisierten L6Blehm bzw. gleichbehandelter Kompost- 
erde und einem feinen, chemisch reinen Sand beigemengt. 

Der Agar wurde in Petrischalen ausgegossen und in der Mitte beimpft. Nach 
7tagiger Versuchsdauer bei 25°C wurde auf jeweils 6 Schalen der Durchmesser 
der Kolonien bestimmt. 

Sand und Erde waren lufttrocken und gleichmaBig gesiebt. Sie wurden mit 
der jeweiligen Konzentration des Naihrstoffes in Leitungswasser bis zu 40% der 
maximalen Wasserkapazitit angefeuchtet. Darauf wurde das Wachstum des Pilzes 
in diesen Boden in der oben beschriebenen Weise bei 19°C in 14tagiger Ver- 
suchsdauer auf Objekttragern bestimmt. Jedem Einzelwert liegen 100 Messungen 
zugrunde. 

Bei der Untersuchung des Wachstums auf Agar wurde sehr hiaufig eine Schwan- 
kung in der Myceldichte beobachtet, die bei der Bestimmung der Entwicklung 
an Hand des Koloniendurchmessers nicht erfaBt wurde. Es scheint daher zunachst 


kolonien - Ourchmesser 
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exakter, die Mycelentwicklung in Flissigkeitskulturen gravimetrisch zu bestimmen. 
Dagegen spricht aber, daB Ophiobolus so gut wie nicht in Lésungen, einerlei welcher 
Zusammensetzung, wachst, und daB auch bei der Messung des Wachstums im 
Boden Schwankungen in der Dichte des Mycels auftraten, die jedoch nicht beriick- 
sichtigt werden konnten, da eine einwandfreie Messung der Hyphendichte nicht 
méglich ist. Es erscheint daher bei Vergleichen am korrektesten, sowohl auf dem 
Agar wie im Boden die Schwankungen in der Myceldichte auBer Betracht zu lassen 
und den damit entstehenden Fehler in Kauf zu nehmen. 


Beginnen wir mit der Besprechung der Wirkung des Peptons (Abb. 4, 
5, 6). Sowohl auf dem Leitungswasseragar wie dem Kompost- bzw. 
LoéBlehmextraktagar 1aBt sich die bis 5°/ herauf wachstumssteigernde 
Wirkung des Peptons klar erkennen. 

Im Sand férdern dagegen zwar ganz 9 
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Abb. 5. Wachstum von Ophiobolus graminis in steriler Kultur auf Leitungswasser-Agar bzw. einem 
mit sterilem LéSlehm- oder Komposterde-Extrakt angesetzten Agar nach Zugabe verschiedener 
Peptonkonzentrationen. 


Abb. 6. Saprophytische Entwicklung von Ophiobolus graminis in L6B8lehm und Komposterde in 

natiirlichem Zustand oder nach partieller Sterilisation bei Zugabe verschiedener Mengen Pepton. 

K. L. st. = Kontrolle LéBlehm steril, K. L. u. = Kontrolle Lé£lehm unsteril, K. K. st. = Kontrolle 
Komposterde steril, K. K. u. = Kontrolle Komposterde unsteril. 


deutlich, bis sie schlieBlich ab 1° das Wachstum vollig ausgeschaltet 
haben. Ganz offensichtlich wird hier das Wachstum des Pilzes durch 
Bildung antibiotischer Stoffe seitens zufallig in den Sand geratener 
Mikroben verhindert. Ganz ahnliche Verhaltnisse finden wir im nattr- 
lichen LOBlehm: giinstige oder keine Wirkung gegentiber den Kontrollen 
bis 0,25°%, dann zunehmende Hemmung. An diesem Verhalten andert 
auch eine partielle Sterilisation nichts. Ganz anders ist die Reaktion des 
Pilzes in der Komposterde: Bei 0,1 und 1,5% Steigerung des Wachstums 
auf 2 bzw. 2,5 mm (gegeniiber 1,0—1,7 mm in der Kontrolle) und bei 
den iibrigen Konzentrationen Wirkungslosigkeit. Vollig abweichende 
Verhiltnisse treten wiederum in partiell sterilisierter Komposterde 
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zutage: Hemmung gegentiber der Kontrolle bei der geringsten Konzen- 
tration, weitgehende Wirkungslosigkeit bei 0,1—1,5% und eine Stei- 
gerung des Pilzwachstums auf fast 8 mm bei 2%. 

Ganz offensichtlich wird die reine Nahrstoffwirkung im Boden tiber- — 
lagert durch die Tatigkeit anderer Mikroorganismen. Sie tiben aber ihren 
Einflu8 nicht in Form einer Nahrstoffkonkurrenz aus. Dann miiBten 
steigende Nahrstoffgaben zunehmende Entwicklung auslésen, da der auf 
Ophiobolus entfallende Anteil sich erhéht. Das ist offensichtlich — ab- 
gesehen von 2° Pepton in partiell sterilisiertem Kompost — nicht der 
Fall. In dem partiell sterilisierten Kompost miiBte bei Annahme einer 
Nahrstoffkonkurrenz das Wachstum in 2% Pepton weit unter den in 
natiirlicher Komposterde aufgefundenen Werten mit gleichem Pepton- 
gehalt liegen, da partielle Sterilisation schon nach 3—4 Tagen zu einer ~ 
iiberaus starken Erhohung der Mikrobenzahl bis zum Vielfachen der — 
Werte in unbehandeltem Boden fiihrt. Entscheidend ist also nicht das 
quantitative sondern das qualitative Moment. Das wird unterstrichen 
durch die Wirkung von 2% Pepton in partiell sterilisiertem Kompost, — 
in dem durch die Nahrstoffzugabe der hemmende Effekt der Boden- — 
organismen beseitigt wird, allerdings erst nach Umgestaltung der Boden- 
- flora durch partielle Sterilisation. 
’ Schon in fritheren Arbeiten (WINTER 1942, 1948) wurden in der 
- Bodenlésung Hemmungsstoffe nachgewiesen, deren Wirkung durch Aus- 
laugen des Bodens mit Wasser vermindert werden kann. Sie sind vor 
allen Dingen die Ursache fiir die schwache Entwicklung des Pilzes in 
natiirlichem Boden. Ihre Zerst6rung (WINTER 1942) erklart die Stei- 
gerung der Entwicklung nach der partiellen Sterilisation (siehe die 
Kontrollwerte in natiirlichem und partiell sterilisiertem Boden). Auch 
diese und alle folgenden Ergebnisse deuten darauf hin, daB nicht oder 
kaum Nahrstoffmangel der entscheidende Faktor fiir die schlechte Ent- 
wicklung des Pilzes in natiirlichen Béden ist. Insbesondere ist zu be- 
riicksichtigen, daB ein Wachstum von 5—8 mm, wie es in dem Pepton- 
versuch maximal auftritt, lediglich aus dem Nihrstoffvorrat der Platt- 
chen erfolgen kann. Damit scheidet fiir ein Wachstum dieser GréBen- 
ordnung der Nahrstoffgehalt des Bodens ohnehin als unwesentlich aus. 

Sicher kann durch Nihrstoffzugabe, insbesondere bei negativem 
Ausgang des Experimentes, nicht ohne weiteres entschieden werden, 
ob ein Organismus durch Nihrstoffmangel oder Hemmungsstoffe mikro- 
bieller Natur an einer besseren Entwicklung im Boden gehindert wird. 
Ks kann namlich der tatsichliche Nihrstoffmangel durch die gleichzeitig 
angeregte Vermehrung von Antagonisten iiberdeckt werden, wie das die 
Entwicklung in Sand und LéBlehm nach Peptonzugabe besonders deut- 
lich erkennen lat. Ebensowenig kann man bei verbesserter Entwicklung 
nach Nihrstoffzugabe ohne weiteres behaupten, da& vorher Nahrstoff- 
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mangel der begrenzende Faktor gewesen wire. Auch dieser Effekt kann 
auf einer Umsteuerung der Mikrobenentwicklung zu geringerer Hemm- 
stoffbildung beruhen. Ob das eine oder das andere iiberwiegt, kann nw 
durch zusatzliche Experimente oder eine Vielzahl differenter Nahrstoff- 
zugaben entschieden werden. Wirken sich die untersuchten Nahrstoffe 
verschiedenster Konzentration (trotz bekannter, giinstiger Wirkung in 
Reinkultur) in der Regel kaum 
oder ungiinstig aus, so darf man 
schlieBen, daB der Pilz gegen 
hemmende Einfliisse antibio- 
tischer Natur auBerordentlich 
empfindlich ist. Mit einiger 
Wahrscheinlichkeit wird also 
vor allem Toxinbildung, weni- 
ger aber Nahrstoffmangel seine 
Entwicklung begrenzen. 

Fiir die natiirliche Kompost- 
erde und den L6Blehm kommt 
man nach Peptonzugabe zwei- 

: ; MCE Lae 3 5% 
fellos zu diesem Ergebnis. Glukose-Konzentration 
Besonders deutlich wird diese Abb. 7. Wachstum von Ophiobolus graminis in steriler 
Wirkung der Bodenmikroben Kultur auf Leitungswasser-Agar bzw. einem mit steri- 
: s lem LOBlehm- oder Kompostextrakt angesetzten Agar 
im reinen Quarzsand, wo die nach Zugabe verschiedener Glykosekonzentrationen. 
doch mehr zufallige Verun- 
reinigung des Sandes mit Mikrobenkeimen bei héherer Konzentration 
zu einer jede Entwicklung verhindernden toxischen Wirkung fiihrt. 

Zusammenfassend 1aBt sich sagen, daB die Wirkung des Peptons im 
Sand und in natiirlichen Béden véllig andersartig, ja zumeist entgegen- 
gesetzt den Verhaltnissen auf kiinstlichen Nahrbdden unter sterilen 
Bedingungen ist. Die Wirkung hangt insbesondere stark von der Bodenart 
ab, wobei die partielle Sterilisation einen ,,zneuen Boden“ schafft. Die Wir- 
kung der Nahrstoffe auf Ophiobolusgraminis wird vor allem durch ihren Kin- 
fluB auf die Entwicklung und Toxinbildung anderer Mikroben verursacht. 

Diese Erscheinung driickt auch der Wirkung von Glykosegaben zu 
verschiedenen Boden ihren Stempel auf (Abb. 4, 7, 8). In Leitungs- 
wasser-, Kompost- und Lé8lehmextraktagar geht das Wachstum bei 
steigender Glykosekonzentration stetig zuriick. Im Sand zeigt sich ein 
deutliches Optimum bei 0,5°% und darauf ein schroffer Abfall bis unter 
die Kontrollwerte. Auch hier kann nur die Toxinbildung diese Wachs- 
tumsdepression verursachen. 

Sehr deutlich lassen auch Gartenerde und Komposterde im natiirlichen 
und partiell sterilisierten Zustand erkennen, wie sehr die Bodenmikroben 
die Nahrstoffwirkung tiberdecken. 


kKolonien- Ourchmesser 
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In dem natiirlichen LéBlehm und in der Komposterde sind Schwan- 
kungen in der Wuchsstirke zu beobachten, die in ihren Extremwerten 
als gesichert (man vergleiche die Schwankungen der drei Kontrollwerte) 
anzusprechen sind. In der Komposterde diirfte z. B. der Sprung von 
0,3 mm auf 2,8 mm bei Erhdhung der Konzentration von 0,05 auf 0,5% 
und der Anstieg auf 2,5 mm bei 5% als gesichert angesehen werden, 
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Abb. 8. Saprophytische Entwicklung von Ophiobolus graminis in L6Blehm und Komposterde in 

natiirlichem Zustand oder nach partieller Sterilisation bei Zugabe verschiedener Mengen Glykose. 

K. L. st. = Kontrolle L6Blehm steril, K. L. u. = Kontrolle L68lehm unsteril, K. K. st. = Kontrolle 
Komposterde steril, K. K. u. = Kontrolle Komposterde unsteril. 


ebenso in L6Blehm die Differenz zwischen 1,3 mm (bei 0,25°%), 3,5 mm 
(bei 1,5°%) und 1,7 mm (bei 2%). Eine klare Abhingigkeit von der Nahr- 
stoffkonzentration fehlt, doch kann im ganzen eher von einem mit 
hédherer Konzentration zunehmenden Wachstum gesprochen werden. 
Die Wirkung der Glykose ist also gegeniiber sterilen Verhaltnissen voll- 
kommen abgewandelt. 

Das gleiche gilt fiir die partiell sterilisierten Boden. Im L6Blehm tritt 
eine ziemlich regelmaBige Kurve mit dem Optimum bei 1°% in Erschei- 
nung, deren Verlauf, wie ein Vergleich mit der Schwankungsbreite der 
Kontrolle klarstellt, weitgehend gesichert ist. Mit einer Nahrstoffwirkung 
der Glycose muB hier gerechnet werden. In der partiell sterilisierten 
Komposterde zeigt die Abhingigkeit von der Nahrstoffkonzentration 
ein vollig anderes Bild: eine durch tiefe Einbriiche gestérte, aber im 
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ganzen ansteigende Tendenz. Ein Vergleich beider Kurven veranschau- 
licht in besonders eindringlicher Weise den Einflu8 der Mikrobentiitigkeit 
auf die Nahrstoffwirkung. Bei 0,5°% Glykose liegt fiir die Komposterde 
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Abb. 9. Wachstum von Ophiobolus graminis in steriler 

Kultur auf Leitungswasser-Agar bzw. einem mit sterilem 

L6Blehm- oder Komposterde-Extrakt angesetzten Agar 
nach Zugabe verschiedener Biomalzkonzentrationen. 


gebnisse bei Biomalzzugabe 
(Abb 4, 9, 10) muB beriicksichtigt werden, da das Wachstum in dem un- 
sterilen L6Blehm (Kontrolle) wesentlich besser und die Schwankungsbreite 
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Abb. 10. Saprophytische Entwicklung von Ophiobolus graminis in L6Blehm und Komposterde in 

natiirlichem Zustand oder nach partieller Sterilisation bei Zugabe verschiedener Mengen Biomalz. 

K. L. st. = Kontrolle LéBlehm steril, K. L. u. = Kontrolle L6Slehm unsteril, K. K. st. = Kontrolle 
Komposterde steril .K. K. u. = Kontrolle Komposterde unsteril. 


der drei Kontrollwerte etwa doppelt so gro8 ist wie in den vorher- 
gehenden Versuchen. Erheblich starker sind die Differenzen der Kontroll- 
werte jedoch in partiell sterilisierten Boden. In der partiell sterilisierten 
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Komposterde und dem erhitzten Lé8lehm sinkt ein Wert sogar um 4,0 
bzw. 2,5 mm auf die gleiche Hohe wie in natiirlicher Komposterde bzw. 
natiirlichem LéBlehm ab. Das ist mit Riicksicht auf die sonst stets 
erzielte Einheitlichkeit der Resultate wahrscheinlich so zu erklairen, daB 
in das durch die partielle Sterilisation erzeugte biologische Vakuum 
im Boden Infektionen aus dem Laboratorium einstr6men und so in 
Einzelfallen zu auBerordentlich starken Hemmungswirkungen gegentiber 
Ophiobolus graminis fiihren. Nach den Ergebnissen von KuBrena und 
Renn (1934) darf man zwar damit rechnen, da8 ,,Laboratoriums- 
keime“ auch nach Zugabe von organischen Stoffen keinen Einflu8 
auf die Ergebnisse haben. Das gilt jedoch nur fir natiirliche Boden, 
da partiell sterilisierte Substrate fiir Neuinfektionen viel giinstigere 
Bedingungen bieten. 

Reinkulturen von Ophiobolus graminis auf Leitungswasser-, Kompost- 
oder L6Blehmextraktagar zeigen ein Wachstumsoptimum bei 3% Bio- 
malz und bei 5% eine schwache Abnahme gegeniiber dem Optimalwert. 
Wihrend also in dem gleichen Sand Glykose und insbesondere Pepton 
zur Entwicklung einer stark antagonistischen Bodenflora fiihrten, fehlt 
bei Biomalz ein solcher die Nahrstoffwirkung vollkommen verdeckender 
Einflu8 der Mikroflora. Trotzdem sind antagonistische Krafte auch hier. 
am Werke, wie die Verschiebung des Optimums auf 3° und das relativ 
sehr geringe Wachstum gegeniiber der sterilen Biomalzkultur zeigt. 
Doch triigt die Erwartung, da8 auch in anderen Bodden (Abb. 9, 10) 
eine Ahnlichkeit mit der Wirkung in sterilen Kulturen zu beobachten 
ware. War im Sandboden die qualitative Zusammensetzung der Mikro- 
flora so einheitlich, da ein stetiger Kurvenzug resultierte, so ergibt hier 
die Mannigfaltigkeit der in Mitleidenschaft gezogenen Bodenmikroben 
einen durch tiefe Einbriiche gestérten, nicht weiter analysierbaren Kur- 
venverlauf. Dabei k6nnte ein Teil der St6rungen in den partiell sterili- 
sierten Bodden eventuell auf den gleichen Ursachen beruhen wie das 
Absinken einzelner Kontrollwerte in solcher Erde. 

So gut wie alle Biomalzkonzentrationen erh6dhen das Wachstum in 
der natiirlichen Komposterde gegeniiber der unbehandelten Kontrolle. 
Durch 0,5%, 1% und 2% Biomalz steigt das Wachstum bis auf die Héhe © 
der Werte in partiell sterilisierter Erde ohne Nahrstoffgabe an. Es wird 
also durch Nahrstoffzufuhr die hemmende Wirkung des Bodens weit- 
gehend aufgehoben. In einem anderen Versuch mit natiirlichem LéBlehm 
(vgl. Abb. 11b) fordern Maismehl und 0,5°% Pepton besonders auf- 
fallend. Gleiches gilt fiir die Laufhyphenentwicklung in dem LéBlehm 
nach Zugabe von Glykose, Biomalz und Pepton in verschiedenen Kon- 
zentrationen (Abb. lla). Man kénnte also doch zu dem Schlu8 kommen, 
da8 hier vor allem Naihrstoffmangel die Entwicklung des Pilzes hemmt. 
Da aber ein Wachstum von 5—8 mm aus dem Niahrstoffgehalt der 
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Plattchen heraus erfolgen kann, wird diese Steigerung wahrscheinlich 
auf einer Abschwiichung der hemmenden Bodeneinfliisse durch Um- 
steuerung mikrobieller Gleichgewichte und physiologischer . Prozesse 
beruhen. 


Zusammenfassend kénnen wir feststellen: 


1. Nahrstoffgaben zu natiirlichen Béden und zu sterilen Kulturen 
zeitigen abweichende Ergebnisse. Sogar in einem nicht sterilen Quarz- 
sand besteht schon eine véllig andere Abhangigkeit zwischen Nihr- 
stoffgehalt und Pilzwachstum wie in sterilem Substrat. 

2. Der Verlauf der Kurven in unsterilem, reinem Sand zeigt zumeist 
noch regelmaBige Tendenz. In den natiirlichen oder partiell sterilisierten 
Boden fehlt dagegen mit einer Ausnahme jede einfache und stetige 
Beziehung zwischen Nahrstoffgabe und Wachstum. 


Als Erklarung dieser Erscheinung kénnen wir anfiihren: 


1. Eine Nahrstoffwirkung von Pepton, Biomalz und Glykose fehlt in 
natirlichen und partiell sterilisierten Boden zumeist ganz oder fast 
ganz, da sich die Entwicklung des Pilzes in der Regel in Grenzen halt, die 
lediglich durch Wachstum mit Hilfe des Nahrstoffvorrats aus dem 
Impfstiick erreicht werden kénnen. Nur in Sand und zum Teil in Garten- 
erde mit Glykose ist das Wachstum des Pilzes so weitreichend und so 
dicht, daB mit einer unmittelbaren Nahrstoffwirkung zu rechnen ist. 
Schwankungen in der Wachstumsintensitaét nach Nahrstoffgaben werden 
also wohl vor allem durch Veranderungen der Bodenmikroflora und 
ihrer Einwirkung auf Ophiobolus graminis verursacht. 

2. Schon aus der Tatsache, daB die zufallig in dem chemisch reinen 
Sand und Leitungswasser enthaltenen Keime iiberaus starke anti- 
biotische Effekte auslésen konnen, geht hervor, daB es sich hierbei im 
wesentlichen nicht um wenige, spezifische, nur in bestimmten Béden 
vorkommende Arten handelt. Allerdings ist die Artenzah] der Anta- 
gonisten in Sand so gering, da noch eine regelmaBige Abhangigkeit 
zwischen Niahrstoffgehalt und Wachstum resultiert. Der sprunghafte 
Kurvenverlauf in den natiirlichen Boden dirfte dagegen durch die 
Vielzahl der Bodenmikroben, die an der Wirkung auf Ophiobolus graminis 
beteiligt sind, bedingt sein. 


D. Die Beeinflussung der parasitischen Phase von Ophiopolus graminis 
durch organische Nahrstofte. 


Schon frither wurde nachgewiesen (WINTER 1942, 1947), da antago- 
nistische Einfliisse fiir die Laufhyphen und das saprophytische Mycel 
wachstumsbestimmend sind. Es diirfte aber der Antagonismus infolge 
der Sonderbedingungen in der Rhizosphire in beiden Bereichen auf 
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verschiedene Ursachen zuriickzufiihren sein. Dringen nun die in freiem 
Boden wirksamen Einfliisse bis in die Rhizosphare vor, oder herrscht 
in der wurzelnahen Zone ein ,,eigenes Klima“, das weitgehend gegen die 
Bodeneinfliisse abgeschirmt ist ? 

Einblick in diese Probleme muBte die Untersuchung des parasitischen 
und saprophytischen Wachstums durch identische Versuchsreihen geben. 
Es wurde daher in zwei Parallelversuchen unter véllig gleichen Bedin- 
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Abb. lla. Entwicklung der Laufhyphen von Ophiobolus graminis in Sand, Komposterde und L6B- 

lehm in natiirlichem und partiell sterilisiertem Zustand bei Zugabe verschiedener Mengen von Bio- 

malz (Konzentration I = 0,25%, II = 0,5%, III = 1%), Glykose (I = 0,25%, II = 0,5%, III = 1%), 

Pepton (I = 0,125%, II = 0,25%, III = 0,5%), Mais (I = 0,5%, II = 1%, Ill = 2%) und Pferde- 

mist (I = 25% der Ausgangskonzentration, II = 50% der Ausgangskonzentration, III = 100% 
der Ausgangskonzentration). K. st. = Kontrolle steril, K.u. = Kontrolle unsteril. 


gungen der Einflu& dreier verschiedener Konzentrationen von Witte- 
Pepton, Biomalz, Glykose, Maismehlaufschwemmung und Pferdemist- 
extrakt in einem durch lehmige Bestandteile leicht verunreinigten 
FluBsand, Lehm und Komposterde in partiell sterilisiertem und natiir- 
lichem Zustand untersucht (Abb. lla und 11b). 

2—4 mm Schwankung liegen nun bei dem starken Wachstum in der 
Rhizosphare in der Fehlergrenze und besagen daher sehr wenig. Sie 
stellen aber fiir die saprophytische Entwicklung eventuell eine bedeut- 
same Verdoppelung der Werte gegeniiber der Kontrolle dar. Es kommt 
jedoch bei einem Vergleich der Wirksamkeit von Nahrstoffgaben im 
Bereich der Rhizosphire und im freien Boden nicht auf die absoluten 
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Schwankungen, sondern auf die im Vergleich zu den unbehandelten 
Kontrollen ausgelésten relativen und fehlermafig gesicherten Abwei- 
chungen an. Die Kurven fiir das saprophytische Wachstum wurden 
daher 5fach tiberh6ht. Auf diese Weise wurden die Resultate in der 
Rhizosphare und dem freien Boden unmittelbar vergleichbar, da wesent- 
liche Unterschiede etwa gleich deutlich hervortraten. 


isaac et Am aufschluBreichsten ist der Vergleich der 

Nahrstoffwirkung im Sand. Der geringe Ein- 
fluB der verschiedensten Nahrstoffgaben auf 
die Laufhyphen im Sand ist iiberraschend 
(Abb. Ila links). Alle Werte liegen zwischen 
37—50 mm. Bei einem Vergleich mit den 
zwischen identischen Kontrollwerten beo- 
bachteten Schwankungen liegen die bei 
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Abb. 11b. Saprophytische Entwicklung yon Ophiobolus graminis auf Glasplatten in Sand, Kompost- 

erde und Lé8Slehm in natiirlichem Zustand und nach partieller Sterilisation bei Zugabe von ver- 

schiedenen Mengen von Biomalz (Konzentration I = 0,25%, Il = 0,5%, IIlI=1%), Glykose 

(I = 0,25%, Il = 0,5%, III =1%), Pepton (I= 0,125%, IT = 0,25%, III = 0,5%), Mais 

(I = 0,5%, Il = 1%, III = 2%) und Pferdemist (I = 25% der Ausgangskonzentration, II = 50% 

der Ausgangskonzentration, III = 100% der Ausgangskonzentration). K.st. = Kontrolle steril, 
K. u. = Kontrolle unsteril. 


Nahrstoffzufuhr ausgelosten Wachstumsanderungen kaum auferhalb 
der Fehlergrenze. Nur in wenigen Fallen ist eine stetig steigende oder 
fallende Tendenz zu beobachten, so daB insgesamt der Eindruck eines 
wesentlich durch Streuung bedingten Kurvenverlaufs entsteht. Gleich- 
zeitig diirfte aber diese starke, nur hier beobachtete Biindelung aller 
Kurven als ein mittelbarer Beweis fiir die Zuverlissigkeit der Methodik 
gewertet werden. 

Dagegen hangt das saprophytische Wachstum im Sand, wie wir schon 
aus frither aufgefiihrten Versuchen wissen, in zum Teil erstaunlicher 
Weise von dem Nihrstoffgehalt ab (Abb. 11b links). Die Differenzen 
liegen weit auBerhalb der Fehlergrenze, und in den Fallen deutlichster 
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Wirkung ist zumeist eine durchgehend fallende oder steigende Tendenz 
der Kurven zu sehen. 

Die Rhizosphire ist also im Sand gegen alle von auBen kommenden 
Einfliisse so gut wie véllig abgeschirmt. Man kénnte diese Erscheinung 
zunachst so zu erkliiren versuchen, daB8 die Niahrstoffversorgung der 
Laufhyphen durch die in die Wurzel abzweigenden Infektionshyphen 
optimal ist und daher eine weitgehende Unabhingigkeit vom Nahrstoff- 
gehalt des Bodens bedingt, wihrend gleichzeitig antagonistische Kin- 
fliisse in dem mikrobenarmen Sand unwesentlich sind. Dagegen sind 
die saprophytischen Mycelien in dem nahrungslosen Sand weitgehend 
von der Niahrstoffzufuhr abhingig. Aber der hier auftretende starke 
Unterschied im saprophitischen Pilzwachstum in unbehandeltem und 
partiell sterilisiertem Sandboden (Abb. 11b) und die Tatsache, daB 
der an sich, also in steriler Kultur, stark fordernde Gehalt von 1% 
Biomalz bzw. 0,5°%% Pepton in nicht erhitztem Sand das Wachstum 
gegeniiber den Kontrollen nicht ansteigen laBt, beweisen, da auch in 
dem hier gebrauchten Sand nach Niahrstoffzugaben starke antago- 
nistische Effekte durch Entwicklung einer Bodenflora eintreten kénnen. 
In dem chemisch reinen Sand (Abb. 4) der friiher angefiihrten Versuche 
zeigte sich diese antagonistische Bodenflora in besonders deutlicher Weise. 

Der Einwand, da8 im Sand auch fiir die saprophytische Phase nach 
Nahrstoffgaben kaum eine antagonistische Wirkung spiirbar sei, da die 
Kontrollwerte kaum unterschritten werden, ist nicht stichhaltig. Unter 
sterilen Bedingungen wiirde naimlich nach Zugabe dieser Niahrstoffe 
ein viel starkeres Wachstum zu erwarten sein. Man mu daher schlieBen, 
daB diese antagonistischen Hinfliisse nicht in die Rhizosphire eindringen 
konnen bzw. dort neutralisiert werden. 

Diese so grundsiitzlichen Unterschiede zwischen Rhizosphire und 
freiem Boden fehlen im Kompost und Lé&lehm. Ein groBziigiger Uber- 
blick (Abb. lla u. 11b Mitte u. rechts) zeigt vielmehr in der Biindelung 
oder dem Auseinanderziehen der Kurven eine erhebliche Ubereinstim- 
mung — allerdings mit dem Unterschied, daB das Wachstum auf den 
Wurzeln etwa 5—10mal so groB ist. 

Deutlich, zum Teil in extrem scharfer Form, liBt sich erkennen, wie — 
nunmehr nicht nur fiir die freien Mycelien sondern auch fiir die Lauf- 
hyphen der Nahrstoffgehalt des Bodens mittelbar oder unmittelbar von 
ausschlaggebender Bedeutung wird. Es bedarf dabei nach dem friiher 
Gesagten keiner weiteren Erérterungen, daB vor allem die Anderung 
des Hemmstoffgehaltes zu diesem Effekt fiihrt. Insbesondere darf man 
fiir die nahrstoffunabhingigen Laufhyphen annehmen, da mittelbare 
mikrobielle Effekte ihr Wachstum bestimmen. 

Wie erklart sich nun aber, dai im Sand die antagonistische Wirkung 
oder die mikrobielle Tatigkeit in der Rhizosphare iiberhaupt nicht 
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hervortritt ? Diese Erscheinung kénnte in Zusammenhang mit dem 
unterschiedlichen Mikrobengehalt des Sandbodens und der beiden an- 
deren Substrate stehen. Man kénnte z. B. annehmen, daB sich von der 
geringen Anzahl der Bodenmikroben im Sand nur wenige Arten in der 
Rhizosphare ansiedeln kénnen, die iiberhaupt nicht, oder unter den 
dort herrschenden, vom iibrigen Boden abweichenden Verhaltnissen 
nicht antagonistisch wirksam sind. Dagegen finden sich in der Vielzahl 
der Mikroben im LéSlehm bzw. Kompost stets viele Arten, die sich in 
der Rhizosphiire ansiedeln und dort bei Nahrstoffzufuhr mittelbare 
Wirkungen gegeniiber Ophiobolus graminis auslosen. Es bliebe dabei 
erstaunlich, daB im Sandboden keine Hemmungsstoffe in die Rhizo- 
sphére hineingelangen, obwohl der ganze mit Nahrlésung getrinkte 
Sand Antibiotika in erheblicher Konzentration enthalten muB8B. Die 
Diffusion miBte sie rasch in die Rhizosphire bringen. Und wie soll man 
dann erklaren, daB die Rhizosphiren-Mikroflora im Sand so zusammen- 
gesetzt ist, daB jeder im Boden nach verschiedenartigster Nahrstoffgabe 
gebildete Hemmstoff umgewandelt oder irgendwie unschidlich gemacht 
wird ? 

Eine solche ,,Entgiftung in der Rhizosphire scheint in der Tat 
moglich zu sein. Die Laufhyphen zeigen néimlich in LoBlehm und Kom- 
post ein viel besseres Wachstum als freie Mycelien. Nun fiihrt die Natur 
im Bereich der Rhizosphare das Experiment durch, den Pilz aus der 
Wurzel optimal zu ernaihren, ohne durch diese ,,sterile“‘ Nahrstoffzufuhr 
die restliche Mikroflora zu beeinflussen. Da die Entwicklung des Pilzes 
in der Rhizosphare erheblich besser ist als im freien Boden, kénnten wir 
schlieBen, daB in der Erde neben dem Antagonismus auch der Nahr- 
stoffmangel begrenzender Faktor ist. Doch ist eine solche bessere Ent- 
wicklung in der Rhizosphire von Weizenwurzeln auch dann zu beob- 
achten, wenn Ophiobolus — wie es im Sand haufig zu erkennen ist — 
am Rand der Rhizosphire, ohne Infektionshyphen abzuzweigen, wachst 
(WinTER 1942). Ebenso ist beim Eindringen in die Rhizosphare nicht 
anfilliger Pflanzen (WINTER 1948) hiufig eine ganz auffallige Entwick- 
lungssteigerung zu beobachten, die unter gleichen Bedingungen durch 
Nahrstoffgaben nicht zu erzielen ist. Es deutet das auf Sonderbedingun- 
gen in der Rhizosphire, die zu einer Entgiftung des Bodens oder einer 
physiologischen Umstimmung des Pilzes fiihren. Auch die Unfahigkeit 
des Pilzes, sich unter natiirlichen Verhaltnissen aus der Rhizosphire zu 
entfernen, 1iBt auf ein Reizgefiille zwischen Boden und Rhizosphare 
schliefBen. 

Es herrschen also in der Rhizosphire Sonderbedingungen beziiglich 
der antibiotischen Verhaltnisse und damit hinsichtlich der Mikroflora, 
iiber deren Natur wir noch keine nahere Auskunft geben kénnen. Diese 
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festgestellt haben, da die Rhizosphiirenflora die Resistenz von Mais, 
in natiirlichem Boden gegeniiber Phymatotrichum omnivorum bedingt. 
Wird Mais unter vollkommen sterilen Bedingungen im Sand aufgezogen, | 
so wird die sonst resistente Pflanze von Phymatotrichum befallen. Die 
Rhizosphirenflora hat also hinsichtlich ihrer antibiotischen Wirkung 
einen besonderen, artgebundenen Charakter. Da die Resistenz von Mais, — 
und das ist die interessanteste Folgerung, die Eaton und RiIGLER nicht 
gezogen haben, auf allen natiirlichen Boden in Erscheinung tritt, muB 
man wohl eine erhebliche, von der Bodenart nicht beriihrte Konstanz 
in dem Artenbestand der Rhizosphiire annehmen. Es liegt bei der 
auBerordentlichen Empfindlichkeit von Ophiobolus graminis gegeniiber 
antibiotischen Wirkungen nahe, die unterschiedliche Resistenz ver- 
schiedener Arten gegeniiber diesem Pilz mit der Zusammensetzung der 
Rhizospharenflora in Verbindung zu bringen. Auch eine naihere Analyse 
der Nahrstoffwirkung in Gartenerde oder Kompost zeigt uns, dab er- 
hebliche Unterschiede in der Auswirkung von Nahrstoffgaben im freien 
Boden und in der Rhizosphire bestehen. Dabei soll nicht auf einzelne 
feine Unterschiede im Kurvenverlauf eingegangen werden, da diese 
innerhalb der Fehlergrenze liegen kénnen. Nur gesicherte Differenzen 
mégen angefiithrt werden. Im partiell sterilisierten Kompost ist das 
saprophytische Wachstum bei allen Biomalzkonzentrationen schlechter 
oder nicht besser als in natiirlichem Kompost, das Wachstum der Lauf- 
hyphen dagegen zumeist eindeutig besser. Noch starkere, weit auBerhalb 
jeder Fehlermoglichkeit stehende Differenzen zeigt die Wirkung von — 
Maismehl in Gartenerde. Das saprophytische Wachstum ist bei simt- 
lichen Maismehlkonzentrationen optimal im natiirlichen, sehr schlecht 
dagegen im partiell sterilisierten L6Blehm ; die parasitische Entwicklung 
ist dagegen maximal im partiell sterilisierten und extrem schwach im 
natiirlichen Boden. Ahnliche starke Unterschiede bestehen zwischen der 
Wirkung von Biomalz in L6Blehm und Glykose in Komposterde auf die 
saprophytische Entwicklung und das Laufhyphenwachstum usw. 

Sicher ist fiir die partiell sterilisierten Boden zu beriicksichtigen, daB 
Laboratoriumsinfektionen eingreifen kénnen. Doch ist in den hier ge- 
nannten Fallen bei allen Konzentrationen der Unterschied zwischen — 
Rhizosphiire und freiem Boden so eindeutig vorhanden, daB die Inter- 
ferenz solcher zufilliger Infektionen sehr unwahrscheinlich ist. Zudem 
erkennt man, daf die Nahrstoffwirkung fiir die Rhizosphire und den 
freien Boden in den natiirlichen Erden, in denen solche Fehler ausschei- 
den (siehe oben), gleichfalls zumeist véllig abweichend, ja invers ist. 

Kin Vergleich der Nahrstoffwirkung auf die saprophytische Phase 
in diesen und vorangegangenen Versuchen mit dem Ziel, die Reprodu- 
zierbarkeit der Ergebnisse zu kontrollieren, erscheint abwegig, da die 
Béden nicht der gleichen Herkunft waren. 
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Zusammenfassend ergibt sich also, daB zwischen der Rhizosphare und 
dem freien Boden erhebliche Unterschiede in der Wirksamkeit ver- 
schiedener Niahrstoffgaben bestehen. SchlieBlich sei noch darauf hin- 
gewiesen, daB alle Ergebnisse sich in keiner Weise der Theorie von 
GARRETT (1936) einordnen lassen, nach der der CO,-Gehalt des Bodens 
der entscheidende Faktor fiir die Laufhyphenentwicklung sein soll. 


E. Nahrstoffgehalt und Epidemiologie der Ophiobolose. 


Voraussagen tiber die Auswirkung leicht zersetzlicher Nahrstoffgaben 
fiir die saprophytische und parasitische Phase sind also kaum zu machen. 
Eine Gabe in bestimmter Héhe mag hemmen, eine andere’ geringere 
oder héhere Dosis oder dieselbe Gabe in anderer Zubereitung kann deut- 
lich entwicklungssteigernd wirken. So beobachtete WinTER (1942), daB 
eine Beimischung von 5% grob geschnittener Vicia faba zu humusreichem 
Sandgemisch das Wachstum der Laufhyphen von 35,8 (Kontrolle) auf 23,9, 
bei 10% auf 2,2 mm, bei Zugaben breiig gequetschter Vicia auf 3,2 mm 
(5%) bzw. 18,7 mm (10%) absinken lat. Fiir beide Lebensabschnitte 
kann ferner durch Nahrstoffgaben zum natiirlichen Boden die Entwicklung 
nicht selten so erheblich gesteigert werden (vgl. unsterile Komposterde 
in Abb. 10, unsteriler Lehm in Abb. 11a und 11b), daB der Pilz nunmehr 
in dem sonst vor jeder Infektion schiitzenden Humus oder dem gleich- 
sinnig wirkenden L68lehm gleich stark wachst bzw. infiziert wie im 
Sand oder der durch partielle Sterilisation ihrer infektionshemmenden 
EKigenschaften beraubten Komposterde oder L6Slehm. Jedenfalls ist 
nach Zufuhr organischer Stoffe durchaus nicht immer eine Hemmung 
des Pilzes zu erwarten, wie man das in Verallgemeinerung positiver 
Ergebnisse bei antibiotisch empfindlichen Organismen nur zu leicht 
erwarten kénnte (vgl. fiir Kartoffelschorf: Sanrorp 1926, Flachswelke : 
BotLeyY und Manns 1932, cotton-root-rot: Kina und Eaton 1934a, 
1934b). 

In den vorliegenden Versuchen wurden allerdings zum Teil relativ hohe 
Dosen leicht zersetzlicher Verbindungen in den Boden eingebracht und 
insofern wurde von den in der Natur gegebenen Verhaltnissen abgewichen. 
Es kam aber zunachst einmal darauf an, das biologische Gleichgewicht 
durch kraftige StéBe zu verschieben, um im Experiment méglichst 
deutliche Antworten zu erhalten. Zudem lehrte schon der Versuch mit 
Vicia faba, daB auch mildere Eingriffe, wie wir sie im Gefolge von Kultur- 
maBnahmen erwarten kénnen, deutliche und zum Teil umkehrbare Ent- 
wicklungsinderyngen auslésen kénnen. Sicherlich aber bedarf der Effekt 
normaler DiingungsmaBnahmen weiterer Untersuchungen. 

Wir miissen weiterhin in Rechnung stellen, daB die Zersetzung des 
durch Ophiobolus befallenen Pflanzengewebes von Niahrstoffen zum Teil 
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in ganz anderer Weise beeinfluBt wird. So beschleunigen nach GARRETT 
(1938) Glykose, Stiirke, rye-grass-meal in verschiedenen Konzentra- 
tionen in jedem Fall die Zersetzung des Mycels in dem Pflanzengewebe, 
wihrend fiir die Mycelneubildung eine gleichsinnige, also hemmende 
Wirkung durchaus nicht immer zu erwarten ist. Die Zersetzung des 
verseuchten Pflanzengewebes wird aber zumeist ebenso wichtig, ja haufig 
von gréRerer Bedeutung als die saprophytische Neubildung von Mycel 
sein. Namentlich, wenn anfallige Pflanzen rasch hintereinander angebaut 
werden, wird die Mycelzersetzung der entscheidende Faktor, da die 
verseuchten Pflanzenreste unmittelbar nach dem Anbau von Wirts- 
pflanzen die Masse des Infektionsmaterials stellen werden. Bei viel- 
jahrigem Abstand zwischen dem Anbau von Weizen wird dagegen die — 
saprophytische Neubildung von Mycel haufig ausschlieBlich den Fort- 
bestand der Bodenverseuchung sichern miissen. 

Ferner erschwert die Prognose der Verseuchung, daf nach eigenen 
(vgl. WINTER 1948) groBenteils unverdffentlichten Ergebnissen die Ent- 
wicklung des Pilzes in der Rhizosphare nicht anfalliger Pflanzen 
gegentiber dem ,,freien‘‘ Boden gesteigert ist. Es kommt gleichsam zur 
Bildung einer peritrophen Mykorrhiza (Jann 1934). Von diesem Gesichts- 
punkt aus ist das von MULLER-K6cGLER (1938) beobachtete mehr oder 
minder starke Eindringen in verschiedene Pflanzen, ohne daB es zu 
Krankheitssymptomen kommt, ein Ubergang von der peritrophen zur 
endotrophen Mykorrhiza. Eine solche Abstufung von lockerem Zu- 
sammenleben bis zur endotrophen Mykorrhiza bildet z. B. die Reihe 
Ranunculus repens, Fagopyrum esculentum, Urtica urens, Linum usita- 
tissimum. 

Wir miissen bei der Erklirung des Massenwechsels von Ophiobolus 
graminis weiter in Betracht ziehen, da Ursachen unbekannter Art 
dazu fiihren kénnen, da die Entwicklung des Pilzes plétzlich erheblich 
emporschnellt. Wenn diese Anderung nach den in der Abb. 1 zusammen- 
gefaften Ergebnissen auch nur eine Steigerung des Wachstums von 
0,5—1,0 mm auf 2—3 mm, also um 1—2 mm verursacht, so sind diese 
Wirkungen doch prozentual mit 200—400°%, ja, wenn man die Dichte 
des Mycels beriicksichtigt, noch héher anzusetzen. Hinzu kommt, daB — 
nach bisherigen, noch nicht systematisch unterbauten Beobachtungen 
(siehe das Wachstum der Kontrolle in natiirlicher Gartenerde (Abb. 10) 
mit 5,2—7,2 mm) diese Spriinge u. a. zu erheblich stiirkerem Wachstum 
fiihren k6nnen. 

Man kénnte geneigt sein, solchen Einfliissen eine beherrschende Rolle 
fiir den Massenwechsel des Pilzes zuzuschreiben. Immer wieder treten 
in einem gréBeren Gebiet iiber die verschiedensten Bodentypen und 
Fruchtfolgen hinweg Jahre mit schweren Ophiobolus-Schiiden und Jahre 
auf, in denen es schwer halt, einzelne weiBihrige Pflanzen zu finden. 
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Es schieben sich hier also anscheinend iiber KulturmaBnahmen und 
Bodentypen Faktoren von allgemeiner und durchschlagender Bedeu- 
tung in den Vordergrund. In der Tat wird z. B. die Wirkung von 
Temperatur und Feuchtigkeit wenig durch den Bodentyp und das ubrige 
Milieu beeinfluBt. Das gilt fiir die parasitische Phase (WINTER 1940) 
und nicht minder fiir die saprophytische Entwicklung, die nach eigenen 
unver6ffentlichten Untersuchungen unabhingig vom Bodentyp bei einer 
Bodenfeuchtigkeit von 80—90% der m. W. K. optimal verliuft. Trotz- 
dem darf die Bedeutung solcher Faktoren fiir die Verbreitung des Pilzes 
im Boden nicht tiberschatzt werden. WeiBahrigkeit tritt z. B. insbeson- 
dere dann auf, wenn nach Zersetzung der obersten Teile des Halmes 
und der Kronenwurzeln infolge hoher Bodenfeuchtigkeit in der obersten 
Ackerkrume und hoher relativer Feuchtigkeit in der bodennahen Luft- 
schicht und nach kraftigen Niederschligen im Laufe des Friihsommers die 
keine starkeren Anspannungen im Wasserhaushalt gewohnten Pflanzen 
von groBer Diirre getroffen werden. Bei gleicher Bodenverseuchung und 
gleichem Befall der tieferen Wurzelteile, aber geringerer Feuchtigkeit in 
der obersten Bodenkrume zu diesem Zeitpunkt wird diese Form der 
Krankheit, die von uns in der Regel allein erkannt und in der Epidemio- 
logie beriicksichtigt wird, zumeist ausbleiben. Bodenverseuchung, In- 
fektionsstarke und Schadauftreten sind eben getrennte und durchaus 
nicht immer parallel laufende Erscheinungen. 


Im Freiland kommt eine weitere Komplikation hinzu. In allen Ver- 
suchen wurde die Erde ganz locker gekriimelt gehalten, so daB nament- 
lich mit Riicksicht auf die geringe Hohe der Erdschicht iiber der Glas- 
platte (2 cm) fiir den Pilz eine optimale Durchliiftung sichergestellt war. 
Damit waren Schwankungen in der CO,-Konzentration, die im Gefolge 
der Nahrstoffgaben zu erwarten sind, fiir den ttberaus CO,-empfindlichen 
Pilz ausgeschaltet. Die zumeist sehr unterschiedliche und im ganzen 
sehr dichte Bodenstruktur im Freiland wird aber bewirken, da der 
Erfolg organischer Nahrstoffzufuhr in nicht unbetrachtlichem AusmaB 
von der Kohlendioxydanhaufung im Boden bestimmt wird. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen haben also in praktischer Hin- 
sicht zum Teil wenig erfreuliche Konsequenzen. Das Geschehen im Boden 
erweist sich also so komplex, da selbst bei gut untersuchten Boden 
Prognosen iiber die Wirkung organischer Stoffe nicht gestellt werden 
kénnen. Auch jede Verallgemeinerung der Ergebnisse, selbst fiir gering- 
fiigig abweichende Verhiltnisse ist unmdglich, so daB an eine generelle 
Lésung dieser Probleme nicht zu denken ist. Es ist zu vermuten, daB 
auch die Zufuhr anorganischer Salze, wie sie im Zuge der kiinstlichen 
Diingung zur Anwendung kommt, gleich uniibersichtliche Wirkungen 


zeitigt. 
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Zusammenfassung. 


1. Die von Winter (1947) angegebene Methode zur quantitativen — 
Messung des Pilzwachstums in natiirlichen Boden wird auf ihre Zuver- 
lassigkeit iiberpriift. Die Streuung der Werte ist in natiirlichen Boden ge- 
ring, doch treten bei Wiederholung in allen Bedingungen identischer Ver- 
suche in Abstinden von 14 Tagen in L6Blehm und Kompost zu verschiede- — 
nen Zeiten Spriinge zu kraftigerer Entwicklung auf. Ein Zusammenhang 
mit Witterungseinfliissen unbekannter Natur (BoRTELS) wird vermutet. | 

2. Der auf sterilen Nihrbéden beobachtete gesetzmaBige Zusammen- 
hang zwischen Nahrstoffgehalt (Pepton, Glykose, Biomalz in Konzen- 
trationen von 0,05—5 °/) und Pilzwachstum wird schon in reinem, nicht 
sterilem Sand vor allem durch antibiotische Einfliisse in einer allerdings 
noch iibersichtlichen Weise veraindert. Die Umformung steigert sich in 
Kompost und LéBlehm durch Verstiirkung oder Abschwachung anti- 
biotischer Prozesse bis zu unstetigem, sprunghaftem Kurvenverlauf. 

3. Vergleichende Untersuchungen zwischen der Nahrstoffwirkung in — 
der Rhizosphire und im freien Boden zeigen, daB die Rhizosphire im 
Sand gegen Einfliisse aus dem Boden weitgehend abgeschirmt ist. 
Nahrstoffgaben lassen auch in Kompost und L68lehm innerhalb der 
Rhizosphire zum Teil die umgekehrte Wirkung erkennen. 


Besonderen Dank schulde ich Fraulein HitprGarp ScHNEIDERS fiir ihre sorg- 
faltige und aufopfernde Mitarbeit bei diesen Untersuchungen. 
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Sritte (1938) gelang es, bei Impfung steriler Sandkulturen von Senf mit — 
Reinkulturen bestimmter Mikroorganismen einschlieBlich Hefen in jedem Falle — 


eine Ubervermehrung innerhalb der Rhizosphaére mit einer von RippEt (1936) 
inaugurierten Methode nachzuweisen. Das spricht gegen eine spezifiscbe Zusammen- 
setzung der Rhizospharenflora, wie sie von Isakowa und Smrrnowa (1937) 


behauptet wurde. Doch abgesehen davon, daB StiLEe wesentliche Befunde dieser — 


Autoren nicht bestatigen konnte, ist zu bedenken, daB die in Reinkulturen fehlende 


: 


Spezifitat bei Verwendung von Mischkulturen durch Verdrangung der sich weniger 


gut in der Rhizosphare entwickelnden Mikroben durch besser angepaBte Formen 
herbeigefiihrt werden kénnte. So hat Trwontrn (1940) charakteristische Besonder- 
heiten und Unterschiede in der Rhizospharenpopulation verschiedener Sorten von 
Flachs und Tabak festgestellt, die nach seinen Beobachtungen trotz mancher 
Schwankungen in Einzelheiten des Mikrobenbestandes selbst bei sehr unter- 
schiedlicher Diingung in groBen Ziigen erhalten blieben. Allerdings haben Eaton 


: 


und Rieuer (1946) ahnliche Unterschiede in der Rhizosphiarenflora durch ver- — 


schiedene Ernaihrung oder Verstiimmelung junger Baumwollpflanzen erreichen 
k6nnen, wie sie TIMONIN zwischen verschiedenen Flachs- und Tabaksorten 
beobachtete (vgl. dazu allerdings unten). 

Nun konnte die Eigenart der Rhizosphire auch iiber die Resistenz 
einer Pflanze gegeniiber einem Parasiten entscheiden, sei es, daB art- 
spezifische Stoffe oder eine typische, durch die Wurzelausscheidungen 
herbeigefiihrte Zusammensetzung der Rhizosphirenflora den Parasiten 
hemmen oder fordern. Antibiotische Einfliisse sind fiir die Entwicklung 
bodenbewohnender Mikroben hiufig von besonderer Bedeutung (vgl. 
Winter 1942, 1948). Der Parasit kann aber nur nach Durch- 
wachsen der mikrobenreichen und daher mit hoher Wahrscheinlichkeit 
haufig besonders stark antibiotisch wirksamen Rhizosphire die Wurzel 
infizieren. Zudem sind lokale Wurzelinfektionen zumeist harmloser 
Natur. Ein wirklich schiidigender Befall mu8 haufig mit einer erheblichen 
Ausdehnung der Infektion liings der Wurzel verbunden sein, weil ein 
fiir die Auswirkung der Infektion erforderlicher Gehalt der Wurzel an 
toxischen, welkeauslésenden Stoffen erreicht werden mu, oder ein Vor- 


1 Von der Redaktion der ,,Botanica oeconomica‘’ im August 1948 ange- 
nommen; die Zeitschrift hat jedoch ihr Erscheinen einstellen miissen. 
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dringen bis zur Stengelbasis und zentrale Abschniirung des Wurzel- 
systems Vorbedingung fiir das Auftreten von Krankheitssymptomen ist. 


WinTER hat 1942 (S. 244) nachgewiesen, da innerhalb der Rhizosphare 
des Weizens Wurzelausscheidungen Sonderbedingungen schaffen, die dem Wurzel- 
parasiten Ophiobolus graminis ein besseres Wachstum als im .,freien Boden“ er- 
moglichen. Der begrenzende Faktor fiir die Entwicklung dieses Pilzes im Boden 
ist nun in antibiotischen Hinfliissen zu suchen (WiNTER). Es miissen daher 
in der Rhizosphare Sonderbedingungen herrschen, welche die antibiotische Wirkung 
gegentiber dem Boden verringern. Das mu8 tiberraschen, da nach den Untersuchun- 
gen von GARRETT (1934) eine positive Korrelation zwischen Mikrobenzahl 
und Wachstumshemmung von Ophiobolus graminis besteht und die Keimzahl in 
der Rhizosphare stark erhdht ist. Da diese bessere Entwicklung in Wurzelnahe 
in den verschiedenartigsten Béden auftritt (WrnTHR 1948), liegt die Vermutung 
nahe, daB Wurzelexkrete eine physiologische Umstimmung des Parasiten herbei- 
fiihren. 

WrinTER (1949) untersuchte daher die Wirkung organischer Stoffe (Biomalz, 
Pepton, Glykose, Maismehl in Konzentrationen von 0,05—5%) auf das Wachstum 
von Ophiobolus graminis in der Rhizosphire und im freien Boden. Die Rhizosphare 
erwies sich dabei im Sand gegen Hinfliisse, die sich im Boden auf den Parasiten 
auBerordentlich stark auswirkten, als weitgehend abgeschirmt. Ihr Sondercharakter 
wird hier also nach Zugabe verschiedenster Mengen organischer Nahrstoffe stets 
gewahrt. Auch im Kompost und Lé68lehm lieBen Nahrstoffzugaben innerhalb der 
Rhizosphare zum Teil eine umgekehrte Wirkung wie im freien Boden erkennen. 
Diese Kontroverse ist in zwei Ursachen begriindet: Die Wirkung der Nahrstoffe 
auf Ophiobolus graminis wird vor allem durch gleichzeitige Verstirkung oder Ab- 
schwachung antibiotischer Erscheinungen bestimmt; die Unterschiede in der 
Mikroflora des Bodens und der Rhizosphiare bedingen daher voéllig andersartige 
Wirkungen der Nahrstoffe auf den Pilz. 


Somit spricht alles fiir eine spezifische Wirkung der Rhizosphare, ja 
sogar der Rhizosphirenflora auf diesen Parasiten. Und zwar besteht 
dieser Einflu8 in einer Besserung der Wachstumsbedingungen des Pilzes 
gegentiber dem freien Boden, aber einer Hemmung des Pilzes gegentiber 
partiell oder ganz sterilen Bedingungen (WINTER 1942). 


Diese Hemmung der Infektion und die Bedeutung der Rhizospharenflora fiir 
die Resistenz der Pflanzen 148t sich besonders gut aus den Untersuchungen von 
Mixier-Ké6cier (1938) iiber den Wirtspflanzenkreis von Ophiobolus graminis 
ersehen. Sie konnten von ihm allerdings noch nicht in dem hier ausgeftihrten Sinne 
interpretiert werden. MiLLeR-K6cuer stellte bei der Untersuchung vieler mono- 
kotyler und dikotyler Pflanzen fest, dafS die Mehrzahl durch den Pilz mehr oder 
minder stark infiziert wird. Das iiberrascht, da nach eigenen, sehr eingehenden 
Untersuchungen an vielen Unkrautern und Kulturpflanzen zwar auf sehr stark 
verseuchten Feldern das Mycel des Pilzes vereinzelt in der Rhizosphare zu finden 
ist, ein Eindringen in die Wurzel aber niemals beobachtet wurde. Doch arbeitete 
Mitirer-K6cier mit steriler Erde, waihrend unsere Beobachtungen im Freiland 
oder im GefaBversuch mit unsteriler Erde angestellt wurden. Unter ,,sterilen** 
Bedingungen (spitere Nachinfektion war bei Minier-Kocuer infolge Verwen- 
dung offener GefiBe méglich) sind somit die im Freiland vorhandenen Unterschiede 
zwischen anfalligen und resistenten Pflanzen weitgehend verwischt. Die Rhizo- 
spharenflora bestimmt also hier in erheblichem AusmaB die Resistenz der Wirts- 


pflanze gegeniiber Ophiobolus graminis. 
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In einer Arbeit von Eaton und RieierR (1946), die uns infolge des Krieges 
erst im August 1948 zuganglich wurde, wird gleichfalls wabrscheinlich gemacht, 
daB die Resistenz von Mais gegeniiber Phymatotrichum omniverum durch die 
Rhizospharenflora bedingt ist. Sterile Anzucht erméglichte eine kraftige Infektion 
des normalerweise vollig resistenten Mais. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, 
daB infolge der Versuchsanordnung, die den Pilz vor Erreichen der Wurzel zum 
Durchwachsen mehr oder minder langer Absténde im Boden zwang, neben der 
Rhizospharenflora auch die Mikroflora des Bodens auf dieses Ergebnis einigen 
Einflu8 gehabt haben kénnte. 


Die Vermutung liegt also nahe, daB dieser Zusammenhang zwischen 
Resistenz im Feldanbau und Rhizospharenflora nicht vereinzelt auftritt. 
Es wurde daher gepriift, ob bei anderen Parasiten gleiche Verhaltnisse 
bestehen. Ascochyta pinodella infiziert im natiirlichen Boden Erbsen- 
wurzeln. Partielle Sterilisation des Bodens oder Infektion unter sterilen 
Bedingungen (siehe unten) hat auf die Infektionsstarke keinen wesent- 
lichen Einflu8B. Ausschaltung der Mikroben im Rhizosphirenbereich ist 
hier also bedeutungslos. Gleiches gilt nach Earon und RiIGLER (1946) 
fiir die Infektion von Baumwolle durch Phymatotrichum omnivorum. 
Dagegen ist Weizen in natiirlichem Boden vd6llig resistent gegen Asco- 
chyta pinodella. Wird aber Weizen unter sterilen Kautelen (Entkeimung 
der Samen durch 0,1°  Sublimatlo6sung mit 15°, Alkohol) in Reagens- 
glisern auf einem Zinzadze-Agar [zu 11 H,O 1g NaNO ; 0,5 g MgSO,; 
0,2 g Fe,(SO,),; 0,5 g KHCO,; 0,7 g Ca,(PO,),| gezogen und durch Auf- 
bringen einer kleinen pilzdurchwachsenen Agarscheibe auf die Ober- 
fliche des Agars mit Ascochyta pinodella infiziert, so tiberzieht der Pilz, 
der auf dem Zinzadzeagar an sich sehr schlecht gedeiht, zunichst die 
Oberflache der in den Agar eindringenden Wurzel mit einem dichten, 
dunklen Geflecht von Hyphen, das in aufgelockerter Form bis an die 
Grenze der Rhizosphire zu beobachten ist, und dringt schlieBlich in die 
Wurzelrinde ein (Abb. lu. 2). Die Wurzelausbildung ist gehemmt, vor 
allem die Zahl der Seitenwurzeln vermindert (Abb. 3). Es handelt sich 
also um ein Phainomen, das mit dem Erscheinungsbild einer ektotrophen 
Mycorrhiza grofe Ahnlichkeit hat (siehe unten). Bei Verwendung von 
Erdextrakt statt Leitungswasser zum Ansatz des Zinzadze-Agar wird — 
die Wurzel viel schwacher mit dem Mycel durchsetzt, so daB die sonst 
beobachtete Briitunung der Gewebe ganz fehlt. Der Charakter dieses Zu- 
sammenlebens kann also durch Anderung des sterilen Nahrsubstrates 
verandert werden. Ob dieser Effekt der Einwirkung auf Wirt oder 
Parasit zu danken ist, bleibt zuniichst unentschieden. Die gleichen Er- 
gebnisse wurden erhalten, sofern der gleiche Versuch in einem sterilen 
mit Zinzadze-Lésung getrankten Sand unter vollig sterilen Bedingungen 
durchgefiihrt wurde. Da die Infektionsstarke bei Erbsen durch die 
Gegenwart der Bodenmikroben nicht beriihrt wird ,diirfte die gleichzeitige 
Ausschaltung der Mikroflora des Bodens auBerhalb der Rhizosphire fiir 
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das Eintreten der Infektion bedeutungslos sein. Uberdies kamen die 
jungen Wurzeln durch Auflage der Samen auf Mycelteile unmittelbar 
mit dem Parasiten in Beriihrung, die Hyphen brauchten also nicht erst 
durch den Boden bis zur Rhizosphare vorzudringen. 


Abb. 1. Ascochyta pinodella auf der Wurzeloberfliche einer Weizenpflanze bei steriler Aufzucht. 


Abb. 2. Ascochyta pinodella auf der Oberfliiche und in der Rindenschicht einer steril aufgezogenen 
Weizenpflanze. Lingsschnitt, der die Dichte der aufliegenden Mycelmassen und die starke Durch- 
wucherung der iuBeren Rindenschichten erkennen 1aBt. 


Die ,,normalerweise“‘ zu beobachtende Resistenz von Weizen gegen 
Ascochyta pinodella beruht also auf der infektionshemmenden Wirkung 
der Rhizospharenflora. Infektionsversuche mit Ascochyta pinodella an 
Mais ergaben gleichsinnige Resultate (Abb. 4). Nur waren die Krank- 
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heitssymptome beim Mais weniger ausgebildet als am Weizen, und es 
fehlten die Anhaiufungen des Mycels in der Rhizosphare. 

In gleicher Weise konnte gezeigt werden, daB die Resistenz von Mais 
und Weizen gegen ein von fuBkranken Erbsenwurzeln isoliertes und ihnen 
gegeniiber auBerst pathogenes Fusarium culmorum an die Gegenwart 
einer Rhizosphirenflora gebunden ist (Abb. 3 u. 5). Die Infektionsver- 
suche an Mais und Weizen wurden hier ebenso wie die Infektion der 


Abb. 3. Von links nach rechts: 1. Weizen, steril auf Zinzadze-Agar aufgewachsen. 2. Weizen unter 
sterilen Bedingungen mit Fusarium sp. infiziert. 3. Weizen, steril auf Zinzadze-Agar aufgewachsen. 
4. Weizen unter sterilen Bedingungen mit Ascochyta pinodella infiziert. 5. Mais, steril auf Zinzadze- 
Agar aufgewachsen. 6. Mais unter sterilen Bedingungen mit Fusarium sp. infiziert. — Die scheinbar 
geschwiirzten Wurzelpartien in 1, 3, 5 sind durch Reflexe vorgetiéiuscht. Die Wurzeln sind in den 
Kontrollen von rein weiBer Farbe. Dagegen sind in 2 und 6 die Wurzelspitzen briiunlich verfirbt. 
Bei 4 ist der ganze dem Samen niichstliegende mehrere Zentimeter lange Wurzelteil von Ascochyta 
pinodella schwarz tiberzogen. 


gleichen Pflanzen mit Ascochyta pinodella in natiirlicher Erde so durch- 
gefiihrt, daB die Samen pilzdurchwachsenen Agarscheiben von ca. 9mm 
Durchmesser unmittelbar auflagen. Es fehlten jegliche Krankheits- 
symptome (Abb. 5). Wurden beide Pflanzen dagegen steril aufgezogen 
und auf Zinzadze-Agar mit dem Fusarium infiziert, so ergaben sich 
schwerste Krankheitsbilder (Abb. 3). Die Wurzeln werden bei Beriihren 
des Mycels mit der Wurzelspitze sofort infiziert und stellen infolge 
toxischer Wirkungen und Zerstérung des Vegetationspunktes ihr Wachs- 
tum unter Braéunung ein (Abb. 3). Es muB allerdings darauf hingewiesen 
werden, daB die letale Wirkung von Fusarium culmorum auf die Wurzeln 
von Mais und Weizen nicht einheitlicher Natur ist und sich, wie schon 
angedeutet, in zwei Komponenten auflésen lat, namlich den Einflu8 
toxischer Stoffwechselprodukte und die eigentliche Infektion. Und zwar 
iiberwiegt bei Weizen, wie die Wirkung von Kulturfiltraten des Pilzes 
zeigt, eindeutig die toxische Wirkung, die Infektion ist also eine vor- 
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wiegend sekundire Erscheinung. Dagegen ist bei Mais diese toxische 
Wirkung zwar auch nachweisbar, aber doch in einem ungleich schwiache- 
ren Ausmaf; sie scheint also an Bedeutung hinter der eigentlichen In- 
fektion zuriickzustehen. 


Eine Erérterung verdient zunichst noch die Frage, ob die Versuchs- 
pflanzen durch die sterile Kultur in ihrer Widerstandsfahigkeit so sehr 


Abb. 4. Infektion yon Mais durch Ascochyta pinodella unter sterilen Bedingungen. 
Das Zellgewebe der Wurzel ist vollgestopft mit Ascochyta-Mycel. 


geschwacht werden, daB sie deshalb dem Pilz zum Opfer fallen. Es darf 
aber darauf hingewiesen werden, daf die sterilen Kontrollpflanzen durch- 
weg kraftiger entwickelt waren als die Samlinge in natiirlichem Boden. 
Uberdies ist bekannt, daB die Infektion der Baumwolle durch Phymato- 
trichum omnivorum (F. Eaton und E. RiaLeR) und —nach unseren Be- 
obachtungen — die Infektion der Erbsen durch Ascochyta pinodella durch 
sterile Aufzucht keineswegs verstirkt wird. Die Bedeutung der wurzel- 
nahen Mikroflora darf also auch von diesem Gesichtspunkt aus als ge- 
sichert angesehen werden. 

Man konnte geneigt sein, die im Freiland stets beobachtete Resistenz 
von Mais gegen Phymatotrichum omnivorum bzw. die Widerstandsfahig- 
keit von Weizen und Mais gegen Ascochyta pinodella und das hier unter- 
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suchte Fusarium einer, trotz aller mikrobiologischen Differenzen in ver- 
schiedenen Béden, weitgehenden Konstanz im qualitativen und quanti- 
tativen Aufbau der Rhizospharenflora zuzuschreiben. Voraussetzung 
wire, daf die in der Rhizosphare auftretenden Arten in jedem Bodentyp 
vorhanden wiren, daB es sich also nur um weitverbreitete Formen 
handelt. Die bisherigen Befunde anderer Autoren tiber die Zusammen- 
setzung der Rhizospharenflora sprechen aber kaum fiir eine so weit- 


& 
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Abb. 5. Infektionsversuche mit Fusarium culmorum an Weizen und Mais in natiirlicher Erde. 

1. Nicht infizierte Kontrolle von Weizen. 2. Weizen nach Infektion mit Fusarium eulmorum. 3. Nicht 

infizierte Kontrolle von Mais. 4. Mais nach Infektion mit Fusarium culmorum, Unterschiede zwischen 
Kontrolle und Infektionsversuch fehlen, da in natiirlicher Erde eine Infektion unmdglich ist. 


gehende artgebundene Spezifitaét. Auch eigene Untersuchungen lassen 
erkennen, dal die resistenzbestimmende Wirkung der wurzelnahen Zone 
nicht an das Vorkommen einer qualitativ und quantitativ unveridnder- 
lichen Mikroflora gebunden ist. Wird namlich Weizen in sterilem, mit 
Zinzadze-Losung angefeuchtetem und in sterile Blumentépfe einge-. 
fiilltem Sand mit Ascochyta pinodella infiziert und stets mit sterilem 
Wasser gegossen, so bleiben die Wurzeln befallsfrei, und die Mycel- 
anhaufungen in der Rhizosphiire unterbleiben. Die zufalligen, auf die 
Erdoberfliche gelangenden und von dort zur Rhizosphire vordringenden 
Keime genitigen also, um den Pilz aus der Rhizosphare zu verdriangen 
und die Infektion zu verhindern. Es ist daher zu erwarten, daB bei Zu- 
gabe verschiedener Mikrobenkulturen zu steril durchgefiihrten Infek- 
tionsversuchen keine sehr spezifische positive oder negative Wirkung, 
sondern eine haufig eintretende Verdriingung des Parasiten aus der 
Rhizosphare zu beobachten sein wird, 
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Wabrscheinlicher ist daher die Annahme, daB die Wurzeln resistenter 
Pflanzen in ihrer Umgebung ein fiir den Parasiten relativ unglnstiges: 
Milieu schaffen, aus dem er durch Konkurrenten leicht verdrangt wird, 
wahrend er in der Rhizosphare anfialliger Pflanzen unter gunstigeren 
Voraussetzungen diesen Wettbewerb iibersteht. So ist unter sterilen 
Bedingungen die Entwicklung von Ascochyta pinodella an Erbsenwurzeln 
viel kraftiger als an Weizen oder gar Maiswurzeln. Sie dringt aus der 
Rhizosphare heraus tief in den Agar hinein, auf dem sie an sich nur sehr 
schlecht gedeihen kann. Sie kann dagegen die wurzelnahe Zone des 
Weizens nicht verlassen und in der Rhizosphire von Mais ist makro- 
skopisch keinerlei Anhaéufung des dunklen Ascochyta-Mycels zu erkennen. 
Doch ergeben sich auch hier noch gewisse Schwierigkeiten, da diese 
positive Korrelation zwischen der Entwicklung von Ascochyta pinodella 
in der Rhizosphare und der Infektionsstiarke der Wurzeln nicht bei allen 
Pflanzen zu beobachten ist. So zeigt Raps in steriler Kultur auf Zinzadze- 
Agar eine auffallend starke Entwicklung von Ascochyta pinodella in der 
Rhizosphare. Es entwickelt sich ein dichter Mantel von dunklem Asco- 
chyta-Mycel, ohne daB der Pilz in die Wurzel einzudringen vermag. Um- 
gekehrt ist bei Wicken unter den gleichen sterilen Bedingungen kaum 
eine Entwicklung des Pilzes in der Rhizosphare, wohl aber ein Eindringen 
in die Wurzel zu erkennen. Das heiBt: gute Entwicklung in der 
Rhizosphare und Infektionsstarke der Wurzeln gehen nicht immer 
_ parallel, weilin der Wurzel lokalisierte Resistenzfaktoren nach dem Durch- 
wachsen der Rhizosphare tiber die Infektion entscheiden. 

An eine ahnliche, antibiotische Wirkungen allerdings nicht berticksichtigende 
Bedeutung der Wurzelausscheidungen haben schon Trmontn (1940) sowie Locu- 
HEAD, TIMONIN und West (1940) gedacht, als sie auf die von ihnen festgestellte 
positive Korrelation zwischen der Mikrobenzahl in der Rhizosphare und der An- 
falligkeit von Flachssorten gegen ,,wilt‘‘ und von Tabaksorten gegen ,,black rootrot* 
hinwiesen. Sie sehen also in der Mikrobenzahl der Rhizosphare einen Indikator 
fiir die Eignung der Wurzelzone als Milieu fiir parasitische Pilze. Wenn die auf- 
gefundene Korrelation keine zufallige ist, stitinde aber unseres Erachtens zu er- 
warten, daB fiir alle oder die meisten Wurzelparasiten die gleichen Resistenz- 
verhaltnisse bestehen, eine Annahme, die sich kaum bestatigen wird. Die Ergeb- 
nisse von Eaton und Ricuer, die man zur Unterstiitzung dieser Theorie: 
anfiihren kénnte, halten einer Kritik nicht stand. Diesen Autoren gelang es, durch: 
unterschiedliche Stickstoffernahrung oder Verstiimmelung (Hntfernung aller 
Seitenzweige, Knospen und Samenkapseln) die Resistenz der Baumwolle gegen 
Phymatotrichum omnivorum erheblich zu beeinflussen. Dabei zeigten, wie in den 
Versuchen von Timontn, die anfalligsten Pflanzen aie héchsten (etwa 926000), 
die resistentesten Exemplare die niedrigsten (etwa 384000) Keimzahlen in ihrer 
Rhizosphare. Es bleibt allerdings nach unserer Auffassung unsicher, wie weit: 
diese Unterschiede durch die Behandlung der Pflanzen ausgelést wurden. Die 
Keimzahlbestimmungen wurden erst am Schlu8 des Versuches durchgefiihrt, als. 
die Wurzeln der anfalligsten Pflanzen schon von Phymatotrichum zersetzt waren 
und daher Saprophyten die giinstigsten Lebensbedingungen boten. Zudem konnen 
die Keimzahlen schwerlich in ursachlichem Zusammenhang mit der Resistenz 
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stehen, da nach Eaton und Riauer (1946) die Infektion der Baumwolle durch 
Phymatotrichum omnivorum durch die Ausschaltung der Rhizosphare in steriler 
Kultur nicht beeinflu8t wird. 

Trotzdem ist die Bedeutung der Wurzelausscheidungen als Grundlage 
aller in der Rhizosphare lokalisierten Resistenzfaktoren anzuerkennen. 
Doch darf nicht iibersehen werden, daB sich der Parasit auch bei 
giinstigster Zusammensetzung der Wurzelexkrete nur dann entwickeln 
kann, wenn er sich gegen die iibrige Rhizosphiirenflora durchzusetzen 
vermag, sei es, daB er antibiotische Wirkungen oder eine reine Nahrstoff- 
konkurrenz tiberstehen muB. Hohe Keimzahl in der Rhizosphare deutet 
also nicht, wie TIMONIN vermutet, ohne weiteres auf giinstige Ent- 
wicklungsbedingungen fiir den Parasiten hin. Es ist im Auge zu behalten, 
daB eine starke mikrobiologische Tatigkeit auch kraftige antagonistische 
Wirkungen einzuschlieBen pflegt. Auf jeden Fall sind unsere Ergebnisse 
beziiglich der Resistenz der genannten Pflanzen gegeniiber Ophiobolus 
graminis, Ascochyta pinodella und Fusarium culmorum nur durch die 
, Konkurrenz der Rhizospharenflora zu erklaren. Und beriicksichtigt 
man, daf es sich bei der versuchsmafBigen Kombination von Ascochyta 
pinodella und Fusarium culmorum mit Weizen und Mais um die ersten, 
zufallig gewahlten Zusammenstellungen im Zuge geplanter gr6Berer 
Untersuchungen handelt, so darf man vermuten, da8 diese Bedeutung der 
Rhizospharenflora nicht selten zu finden sein wird. 


Die Anfalligkeit der Baumwolle gegen Phymatotrichum omnivorum 
wird, wie oben erwahnt, ebensowenig wie die geringe Widerstandsfihig- 
keit von Erbsen gegentiber Ascochyta pinodella durch die Rhizosphiren- 
flora spiirbar beeinfluBt. Sie steht hier an Bedeutung hinter anderen 
Resistenzfaktoren zuriick. Verallgemeinerungen iiber den Resistenz- 
mechanismus bestimmter Pflanzen gegen verschiedene Parasiten oder 
verschiedener Pflanzen gegen dieselben Parasiten sind also zu vermeiden. 
In der Wurzel selbst liegende, infektionshemmende Eigenschaften oder 
in der Rhizosphare lokalisierte, von den Pflanzen oder der Rhizosphiren- 
flora ausgehende biotische Resistenzfaktoren kénnen in gleicher Weise 
tiber die Anfalligkeit einer Pflanze entscheiden. Daher ist nach Beseiti- 
gung der rhizosphirenbedingten Resistenz durch sterile Kultur immer 
noch ein deutlicher, aber infolge der verschiedenen Resistenzgrundlagen 
verminderter Unterschied in der Widerstandsfihigkeit von Erbsen und 
Weizen gegen Ascochyta pinodella zu beobachten. 


Auch praktische Perspektiven zeichnen sich bereits ab. Wenn es auch 
in der Regel unméglich ist, durch Impfung eines Bodens mit praktisch 
in Frage kommenden Mengen eines Pilzes eine biologische Bekimpfung 
durchzufiihren, so erscheint es doch denkbar, nach Analogie der Legu- 
minosen-Impfung mit Bacterium radicicola durch ,,Beizung“’ von Samen 
mit bestimmten Mikroben-Kulturen bei Keimlingskrankheiten eine Ver- 
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dringung von Parasiten aus der Rhizosphire zu erreichen und so die 
empfindlichsten Entwicklungsstadien von Simlingen zu tiberbriicken. 
Dieses Verfahren scheint um so aussichtsreicher, als nach den Beob- 
achtungen von SLYKHUIS (1947), die uns bei AbschluB dieser Veréffent- 
lichung zuginglich wurden, um den Samen eine Sphire mit besonderen 
mikrobiologischen Verhaltnissen, eine , spermatosphire‘‘, besteht, die 
ahnliche Eigenheiten wie die Rhizosphare aufweist. Pilze, wie Acremo- 
mum, Gliocladium fimbriatum und Phialophora, die die Entwicklung 
von Fusarium culmorum auch bei kraftigster Beimpfung des Bodens 
nicht beeinflussen konnen, vermégen diesen Parasiten dagegen in der 
Spermatosphére ganz zu unterdriicken. Physiologisch (Agarverfliissi- 
gung) und mikrobiologisch (reichliche Chlamydosporenbildung) sich 
manifestierende Sonderbedingungen hat unabhingig von den Beob- 
achtungen von SLYKHUIS (1947) R. von RUmxKeEr in der Spermatosphire 
verschiedener Pflanzen unter sterilen Bedingungen beobachtet; sie wird 
tiber diese Probleme gesondert berichten. 

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, 
daB in natiirlichem Boden der Auflauf und die Jugendentwicklung von 
Mavs in einem geradezu erstaunlichen AusmaB durch Unterlegen kleiner 
von Fusariwm culmorum durchwachsener Agarscheibchen unter den Samen 
gefordert wird. Da nun an sich eine schwache toxische Wirkung solcher 
Agarscheibchen auf den Mais zu erwarten ist (siehe oben) und weiterhin 
die bessere Entwicklung allem Anschein nach auf dem Fehlen der sonst 
beim Mais so haufigen Auflaufschaiden durch Keimlingsmykosen beruht, 

scheint es, daB sich um den Keimling und den Samen eine schiitzende Hille 
von Fusarium-Mycel entwickelt, die den Samling vor dem Zugriff anderer 
Parasiten schiitzt. Auf diese Weise wird hier der Pilz, derin steriler Kultur 
ein gefahrlicher Parasit ist, zu einem ,,Nitzling“, der gefaéhrliche Parasiten 
aus der Rhizosphire und der Umgebung des Samens abdrangt. 

Es erscheint lohnend, die hier gemachten Erfahrungen iiber das Zu- 
sammenleben von Pilz und héherer Pflanze zu den Beobachtungen in 
Beziehung zu setzen, die bei der Untersuchung der Mycorrhizen, ins- 
besondere der Waldbiume gemacht wurden.Die morphologische Unter- 
suchung ist noch nicht abgeschlossen, aber es scheint, daB man die Be- 
ziehungen zwischen Ascochyta pinodella und dem Weizen am ehesten 
unter dem Begriff der Pseudomycorrhiza einordnen kann, der ja das 
Fehlen mancher typischer morphologischer Eigenheiten der Mycorrhiza 
und eindeutig parasitire Ziige auf seiten des Pilzes einbegreift. Zu der 
Erfahrung, daB die Durchsetzung der Gewebe von Weizen durch As- 
cochyta pinodella durch Ersatz des Leitungswassers im Zinzadze-Agar 
durch Erdextrakt deutlich herabgesetzt wird, ist auf die von BsORK- 
MANN (1942) bei Veranderung des N- und P-Gehaltes des Bodens beob- 
achtete Beeinflussung der Mycorrhizabildung bei Kiefern hinzuweisen. 
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Besonderes Interesse verdienen aber die Beobachtungen von ReEx- 
HAUSEN (1920), nach denen bei Fichten, die in gleichmafig kraftigem Zu- 
stand aus der Baumschule kamen, die Mycorrhiza bei Aufzucht in Sand 
stark, mit kriftigem intercellularem Netz und intracellularer Verpilzung 
in den schwichlichen Pflanzen entwickelt war, wahrend die Mycorrhiza 
bei Kultur in Gartenerde zumeist bei kraftigem Wuchs der Pflanzen 
abgestorben war. RexHAUSEN suchte die Erklarung fiir diese Er- 
scheinung vor allem in der Beeinflussung der Widerstandskraft der 
Pflanzen gegen das Eindringen des Pilzes durch die unterschiedliche 
Versorgung mit Nahrstoffen. Wiire es aber nicht denkbar, da primar 
die unterschiedliche Mikroflora des Bodens und der Rhizosphare die 
Lebensbedingungen der Mycorrhizapilze so beeinfluBt, daB, wie bei der 
Ophiobolose des Weizens, im Sand die ,,Infektion“ heftig, in Gartenerde 
dagegen schwach verlauft und erst sekundiar durch die starke Verpilzung 
im Sandboden Wuchsschiiden auftreten? Nach unseren Erfahrungen 
liegt eine solche Erklarung auBerordentlich nahe. Schon REXHAUSEN 
schreibt in diesem Zusammenhang: ,,Wahrscheinlich kommt auch nicht 
nur den chemischen, sondern auch den physikalischen Eigenschaften 
des Bodens eine .bestimmende Rolle zu. Ja, die Gesamtheit der biolo- 
gischen Faktoren, die zu tibersehen wir noch gar nicht in der Lage sind, 
wird von Einflu8 sein.‘ Und sollte nicht die Beobachtung von MELIN 
(1925), daB bei Synthese von Kiefern und Fichten mit ihren Mycorrhiza- 
pilzen in Reinkultur unter Umstinden Pseudomycorrhizen mit deut- 
lichen Ziigen von intolerantem Parasitismus auftreten, ebenso auf die 
fehlende Konkurrenz der Bodenmikroben zuriickgefiihrt werden kénnen ? 

Ks Jassen sich dartiber hinaus in den Mycorrhizauntersuchungen von 
LIHNELL (1939) und Hatou (1934, 1937, zit. nach LIHNELL) unmittel- 
bare Parallelen zu den von uns gemachten Untersuchungen finden. So 
beobachtete LriHneLtt, daB Rhizoctonia juniperi, die aus 24 von 
105 Wurzelstiicken des Wacholders auswuchs, also sehr hiufig mit ihm 
vergesellschaftet sein muB, in Reinkultursynthese den Wacholder bis in 
die oberirdischen Organe hinein inter- und intracellular durchwucherte 
und rasch zugrunde richtete. Ebenso berichtet Hatcu (nach LIHNELL), 
daB Mycelium radicis atrovirens, das ein stindiger Begleiter oder harm- 
loser Endoparasit von Picea abies und Pinus silvestris ist, in Reinkultur 
mit aseptischen Fichten- und Kiefernpflanzen zusammengebracht, 
auBerst aggressiv wird und die befallenen Pflanzen in kurzer Zeit tétet. 
Bei der Diskussion dieser Zusammenhinge hat man bisher die Bedeutung 
antibiotischer Erscheinungen oder iiberhaupt biotischer Einfliisse im 
Boden und der Rhizosphiire ganz auBer acht gelassen. Es scheint daher 
in jedem Falle lohnend, das Mycorrhizaproblem einmal von dieser Scite 
aus experimentell zu untersuchen, und zwar insbesondere unter Be- 
nutzung von Wirtspflanzen wie Weizen usw., die unter bestimmten 
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Bedingungen anscheinend ahnliche Symbiosen mit Pilzen bilden kénnen, 
dabei aber in wenigen Tagen steril heranzuziehen sind. Zudem tritt die 
Dynamik eines chemischen Gleichgewichtes auch erst bei seiner Ver- 
schiebung klar hervor und kann erst dann qualitativ und quantitativ 
erfaBt werden. Ebenso wird die Abwandlung des Parasitismus, also 
einer Dyssymbiose in Richtung auf eine Eusymbiose nach Art der 
Mycorrhiza und die inverse. Verschiebung des eusymbiotischen Gleich- 
gewichts zur dyssymbiotischen Pseudomycorrhiza mit ihren eindeutig 
parasitischen Ziigen am ehesten dazu fiihren, daB man Art, Starke und 
Richtung der im Gleichgewicht wirksamen Kriifte erfaft. 


Zusammenfassung. 


Die Resistenz verschiedener dikotyler Pflanzen gegeniiber Ophiobolus 
graminis, sowie von Weizen und Mais gegeniiber Ascochyta pinodella und 
Fusarium culmorum ist in allerdings verschiedenem Ausma durch die 
Mikroflora der Rhizosphare bedingt. Bei steriler Aufzucht in einem mit 
Zinzadze-Lésung getrankten Sand oder entsprechendem Agar tritt in- 
folge des Fehlens der Mikroflora eine Infektion der Wurzeln dieser 
Pflanzen durch die genannten Parasiten ein. Ascochyta pinodella bildet 
dabei an Weizen eine Wurzelverpilzung mit mycorrhizaihnlichem 
Charakter (Pseudomycorrhiza) aus. Die resistenzbestimmenden Eigen- 
schaften der Rhizospahre scheinen dabei nicht an eine ganz spezifische 
Zusammensetzung der Rhizospharenflora gebunden zu sein, da sie auch 
nach Infektion steriler Boden mit Laboratoriumskeimen auftreten. 
Impfung von Mais mit Fusarium culmorum fordert die Jugendentwick- 
lung deutlich, und zwar anscheinend vor allem durch Verminderung von 
Keimlingskrankheiten. Es erscheint daher nicht aussichtslos, Keimlings- 
mycosen auch in anderen Fallen durch Impfung der Samen mit bestimm- 
ten, sich in der Rhizo- und Spermatosphire besonders gut entwickelnden 
und stark antibiotisch wirksamen Mikroben zu verhindern. 
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Methoden der Selektion 


zur Steigerung der antibiotischen Wirksamkeit bei 
Penicillium notatum. 


Von 
GOTTFRIED BRINGMANN. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 15. April 1949.) 


Die Penicillinproduktion beruht wie eine Reihe von Zweigen der chemischen 
Industrie auf der physiologischen Tatigkeit von Schimmelpilzen. Die Qualitat 
der interessierenden physiologischen Eigenschaften der Pilze und damit die Pro- 
duktionskapazitat des Betriebes ist abhaingig von der Art bzw. der Leistung der 
zur Verwendung kommenden Pilzstimme. Man wird mithin bestrebt sein, durch 
biologische ZiichtungsmaBnahmen die gewiinschten Eigenschaften eines einmal 
als geeignet erkannten Pilzstammes zu verbessern bzw. auf der durch biologische 
Auswahl erreichten Hohe zu halten. 

Die Erfahrung der technischen Mykologie lehrt, daB ohne eine laufende Selektion 
mit einer unvermeidlichen biologischen Wertminderung (BERNHAUER) oder ,,Er- 
miidung (Kini1an) des Arbeitsmaterials bzw. Bildung ,,abweichender Typen‘‘ 
(CoG@HILL) zu rechnen ist. Letztere Gefahr 1aBt sich auf die Dauer nicht vermeiden, 
wenn sie auch durch besondere MafBnahmen der Konservierung des Impfmaterials 
eingeschrankt werden kann, unter anderem durch lyophile Trocknung, Herstellung 
von Erdpraparaten (CoGHILL), Talkumpraparaten (BERNHAUER), geeigneten Agar- 
praparaten auf Schragrohrchen, sowie kiihler trockener Lagerung (-+-2° bis +3° C) 
(Coguits.), unter Umstanden auch durch Hungerpassagen (KILLIAN). 

Die Gefahr der biologischen Wertminderung eines Pilzstammes ergibt sich 
daraus, daB in der Folge der laufenden Abimpfungen, deren Material dem Zufall 
iiberlassen ist, wiederholt Sporen geringerer — im vorliegenden Fall antibiotischer — 
Wertigkeit zur Weiterzucht gelangen. Als Ursachen der Degeneration gelten un- 
geeignete Lagerung des Impfmaterials bei zu hoher Temperatur und Feuchtigkeit 
bzw. wiederholte Passagen eines Stammes iiber reiche Nahrbéden (CoGHILL, 
KILLIAN). 

Fiir die ersten Penicillin-Laboratoriumsversuche und Produktions- 
arbeiten ist von uns aus einer Reihe von Stammen der Stamm Penicillium 
notatum SGP 23 verwendet worden. Die mit diesem Stamm zunachst 
erzielten hochwertigen Laboratoriumsergebnisse sanken im Verlauf der 
sich entwickelnden Produktion merklich ab, als man dazu itberging, 
das Impfmaterial in groBerem MaBstab zu vermehren. Das Endergebnis 
der fortschreitenden Degeneration des Stammes war das Absinken der 
Produktion bis auf wenige Internationale Einheiten (IE)im ml. Um de1 
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wachsenden Gefahr der vélligen Degeneration des Stammes wirkungs- 
voll zu begegnen, gingen wir den gleichen Weg, wie er in der Pflanzen- 
zucht tiblich ist: 

1. Auf Grund entsprechender Bestimmungen des antibiotischen 
Wertes werden aus dem jeweils vorhandenen Material nur die besten 
Kulturen selektiv weitergeziichtet. — 2. Die Reinerbigkeit des ver- 
wendeten Materials gilt’ als Grundlage fiir die Bestandigkeit der zu 
erziichtenden antibiotischen Qualitat. 


Genetische Voraussetzungen und Méglichkeiten einer antibiotischen 
Selektion bei Penicillien. 


Nach ScuiirHorr, ELIsel, WAKAYAMA, PONTECORVO und GEMMEL 
sind die Mycel-Zellen der: Penicillien vielkernig, die Konidiosporen 
dagegen besitzen nur einen Kern. Sowohl die Kerne der Mycelzellen 
wie die Kerne der Konidiosporen enthalten zwei Chromosomen. Da die 
Generationsfolge bei den Penicillien in der Hauptsache ungeschlechtlich 
iber Konidiosporen ablauft, ist die Moglichkeit einer Neukombination 
der Gene — bzw. einer Reduktionsteilung — verbunden mit einem 
eventuellen Gen-Austausch nicht anzunehmen; Beobachtungen tiber 
Fusionen vegetativer Kerne liegen nicht vor. 


PoNnTECORVO und GEMMEL erzielten zwar durch Fusionen von Hyphen 
verschiedenen Ursprungs heterokaryotische Mycelien. Bei Aussaat der 
von letzteren gebildeten Konidiosporen erhielt man jedoch die beiden 
Kombinationspartner in reiner Form zuriick. Die Trennung der bei der 
Fusion ausgetauschten Kerne erfolgt nach der Bildung der Fruchttrager 
bei der Abschniirung der Konidiosporen. Einsporen-Stimme von 
Penicillien miissen demnach als erbeinheitlich und erbkonstant 
gelten, abgesehen von Fallen spontaner Gen-Mutationen. Mit der Kon- 
stanz der Kernverhaltnisse der Einsporen-Stiimme (Klone) diirfte auch 
die Konstanz ihrer antibiotischen Anlagen gegeben sein. 


Fiir das Vorhandensein eines konstanten antibiotischen Erbfaktors 
sprechen Arbeitsergebnisse mit den durch Colchicinpassagen erhaltenen 
polyploiden Penicillium-Stiimmen, die einer der Erhéhung der Chromo- 
somenzahl (4, 6 und 8 Chromosomen) direkt proportionale additive 
Steigerung der Penicillin-Bildung aufwiesen (BUCKLAND). Im Gegensatz 
zu den Kinsporen-Stiimmen sind Wildstiimme als Populationen mit einer 
durch Hyphenfusionen bedingten Heterokaryosis ihrer Mycelien anzu- 
sehen und besitzen dementsprechend eine uneinheitliche antibiotische 
Erbanlage. 

Wird bei den Einsporen-Stimmen eine konstante antibiotische 
Erbanlage angenommen, so erkliren sich Schwankungen ihrer antibio- 
tischen Aktivititswerte als phinotypische Variationen. Es diirfte 
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sich um Veranderungen handeln, deren Bestiindigkeit von Umweltbe- 
dingungen abhangig sein wird (Abwertung der antibiotischen Aktivitat 
durch Passagen iiber fliissige Nahrbéden [T. 12 u. 17], Bildung ,,abwei- 
chender Typen“ durch Dauer-EinfluB reicher Nahrbéden bzw. anstei- 
gender Temperatur [Cocuitt], Reaktivierung ,,ermiideter‘ Stamme 
durch Hunger und thermische Reize [Kiti1an)). 

Als Aufgabe einer antibiotischen Selektion ergibt sich nach vor- 
stehenden Feststellungen: 1. Aus natiirlichem Material miissen Stamme 
hoher antibiotischer Erbanlage ausgewahlt werden. — 2. Im erbreinen 
und erbeinheitlichen Einsporen-Material dieser Staimme gilt es, positive 
Variationen zu finden, durch laufende Selektionen in Verbindung 
mit geeigneten Passagen aus ihnen immer wieder das antibiotisch hoch- 
wertigste Material auszuwahlen und so der antibiotischen ,,Ermiidung“ 
(Kitiran), der die Variationen unterliegen, entgegenzuarbeiten. Ein 
Uberschreiten des Optimums der anlagemiBig gegebenen antibiotischen 
Aktivitat ist naturgemaB bei einer Selektion vonrein phaénotypischen 
Variationen nicht méglich. —3. Die antibiotische Selektion soll durch 
Auffindung spontaner Mutanten bzw. in Verbindung mit Arbeitsmetho- 
den, die die Herbeifiihrung induzierter Gen-Mutationen oder polyploider 
Formen erméglichen, neue erbreine und erbkonstante Stimme mit einer 
gesteigerten antibiotischen Anlage herausziichten. 


Methodik und praktische Durchfiihrung der antibiotischen Selektion 
bei Penicillium notatum. 

Wahrend es bei der Zuchtwahl hoherer Pflanzen und Tiere ohne 
weiteres méglich ist, im Rahmen der Vererbungsgesetze das Erbgut 
ungestort rein weiterzugeben, ist bei der Zuchtwahl von Schimmelpilzen 
die Einsporenkultur eine selbstverstindliche Voraussetzung. 


I. Einsporen-Isolierung. 
Es gibt eine Reihe von Methoden, Pilzkulturen zu erhalten, deren Ur- 
sprung in einer bzw. wenigen Sporen liegt: 
1. Die einfachste Methode ist die Verdiinnungsmethode (nach HaNnsEn bzw. 


BrERNHAUER). — 2. Ein weiterer Weg Einsporenkulturen zu bekommen, ist die 
Methode der sogenannten Federstrich-Kulturen (nach HENNEBERG). — 
3. Zu erwahnen ware auch das Tuschepunkt-Verfahren. — 4. Die fiir unsere 


speziellen Verhaltnisse entwickelte Punktimpfungsmethode ist in einem 
spateren Kapitel naher erlautert. 

Der Vorteil der Arbeitsarten 1., 2. und 4. ist die ohne groBe Mihe 
erreichbare hohe Anzahl von Einzelkulturen, allerdings ist die Garan- 
tie, mit diesen Methoden auch wirklich nur eine einzelne Spore isoliert 
zu haben, nicht vollkommen. Man muB8 sich vor Anwendung der Methode 
klar sein, ob es wichtiger ist, eine recht groBe Anzahl von Einzelkulturen 
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und damit ein sehr zahlreiches Untersuchungsmaterial zu haben, aller- 
dings unter teilweisem Verzicht auf ein vollkommen einheitliches Erb- 
gut, oder ob man sich mit einer geringen Anzahl von Einsporen-Kulturen 
begniigen will, dafiir aber die Erbeinheitlichkeit der aus ihm er- 
haltenen Kultur sicherstellt. 


Gibt man der letztgenannten Frage den Vorzug, so ist es notwendig, 
Einzelsporen mit Hilfe des Mikromanipulators zu erhalten. 
Die Nachteile dieser Methode sind: Ein gréBerer technischer Aufwand 
und ein hoherer Zeitbedarf. Letzterer begriindet sich folgendermaBen: 
Nur ein verhaltnismaBig geringer Prozentsatz der mit Hilfe des Mikro- 
manipulators isolierten Einzelsporen keimt auch tatsachlich aus. Um 
eine ausreichende Anzahl von Einsporenkulturen zu erhalten, wie sie fiir 
die Durchfiihrung der Zuchtwahl an einem Pilzstamm notwendig sind, 
mu8 man eine betrachtlich hohe Anzahl von Isolierungen vornehmen. 
Da die Isolierung einer Einzelspore mit Hilfe des Mikromanipulators — 
erheblich mehr Zeit beansprucht als mit Hilfe der beiden vorgenannten 
Methoden, so kann man in der gleichen Zeit nur eine wesentlich ge- 
ringere Anzahl von Abimpfungen vornehmen. Will man andererseits auf 
die gleiche Menge Untersuchungsmaterial zuriickgreifen wie bei den 
vorhergenannten Methoden, so mu man vergleichsweise erheblich mehr 
Zeit aufwenden. 


A. Vorbereitung des Sporen- Materials. 


Fiir eine erfolgreiche Isolierung der Einzelsporen ist die physikalische 
Beschaffenheit des verwendeten Sporen-Materials von grundlegender 
Bedeutung. Nach den vorliegenden Erfahrungen vieler tausend Ein- 
sporen-Isolierungen mu die Kulturdecke, der die Sporen fiir den Aus- 
strich entnommen werden, méglichst trocken sein. Ein Nahrboden, der 
die Guttation fordert (Czapek-Dox, fliissiger Nahrboden), ist von uns 
daher moglichst fiir die sporenliefernde Kulturdecke vermieden worden. 
Als geeignet ist Coghill-Agar anzunehmen. 


LieB sich. Czapek-Dox, bzw. fliissiger Naihrboden als Trager der 
Mutterkultur nicht vermeiden, so trocknete die Kulturdecke — nach — 
AbgieBen der Guttations-Tropfen bzw. der Kulturlésung — vor Ent- 
nahme des Sporenmaterials fiir den Isolierungsausstrich entweder in 
einem Exsiccator bei Zimmertemperatur iiber Calciumchlorid oder 
Kieselgel, vermittels einer Gasballast-Vakuumpumpe und vorgeschal- 
teter Ausfriertasche oder im Hoch-Vakuum aus der Eisphase mit der 
gleichen Evakuierungs-Einrichtung. Die Aufbewahrung des getrockneten 
Sporenmaterials erfolgte im Exsiccator tiber einem Wasser-Adsorbens, 
nachdem der Atmospharendruck durch sterile Luftzufuhr iiber Jenaer 
G 3-Luftfilter hergestellt worden war. 
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Es besteht auch die Méglichkeit der physiologischen Trocknung und sekundaren 
Versporung durch nachtragliches Unterschichten der Kulturdecke mit. steriler 
gesittigter Lactoselésung. Es gelang damit, ein vorzeitiges Auskeimen der Sporen 
auf der Kulturdecke zu verhindern. Submerses Material lABt sich recht gut auf 
Czapek-Dox-Agar ausstreichen. Es konnte auch nach AbgieBen der Kultur- 
fliissigkeit unter Ausbreiten des Mycels in diinner Schicht in Schragrohrchen 
Versporung erhalten werden, die in wenigen Tagen erfolgte. Doch sind die so erhal- 
tenen Sporen wenig keimfahig, und die aus ihnen erwachsenden Kulturen anti- 
biotisch von geringerer Qualitat. 


Sporenmaterial, das den richtigen Trockenheitsgrad besitzt, 14Bt sich 
genigend diffus auf das Deckglas ausstreichen; die Sporen haften dem 
Deckglas nur leicht an und lassen sich daher leicht isolieren. Auch sind 
die Sporen gegen mechanische Beschidigungen beim Isolierungsvorgang 
viel weniger empfindlich, so daB die Keimungsrate entsprechend 
gunstiger liegt. 


B. Der Isolierungsvorgang. 


Die dieser Arbeit zugrunde liegende Einsporen-Isolierung ist mit Hilfe 
des Zxtssschen Gleit-Mikromanipulators durchgefiihrt worden unter 
Verwendung der von CHRISTOPHERSEN fiir Bakterien-Isolierung ent- 


wickelten Methode. 

Das fiir die Isolierung von Einzelsporen bestimmte Sporenmaterial wird von 
einem Schrig-Agar-Réhrchen mit einer sterilen Impfése trocken abgeimpft und 
auf der Unterseite eines sterilen Deckglases ausgestrichen. Fiir diesen Arbeitsgang 
eignen sich am besten lange Impfésen aus gut federndem diinnen Draht. Mit Hilfe 
so geformter Impfdsen vermeidet man die Gefahr einer Zerquetschung der Sporen 
beim Ausstreichen auf das Deckglas. 

Das Deckglas wird anschlieBend auf die Offnung der Deckplatte der Mikro- 
kammer gelegt und bei Bedarf mit sehr wenig Vaseline leicht befestigt. Als brauch- 
bare VergréBerung fiir die Isolierungsarbeit empfiehlt sich ein Objektiv von 20 bis 
40facher VergréBerung und ein entsprechendes Okular von 10—20facher Ver- 
gréBerung, so daB der GesamtabbildungsmaBstab von 200:1 bis 800:1 betragt. 
Eine starkere VergréBerung erwies sich als unpraktisch, da das mit ihr erhaltene 
Mikrogesichtsfeld zu klein wird. 

Nachdem das fiir die Isolierung als geeignet erscheinende Sporenmaterial in 
das Gesichtsfeld gebracht ist — als geeignet erwies sich eine Verteilung der Sporen 
mit mindestens 1,5—2 Nadelkugeldurchmessern Abstand zwischen den einzelnen 
Sporen — wird mit Hilfe von Mikroglaskugelnadeln in der bekannten Weise 
(CHRISTOPHERSEN, JANKE) die Isolierung der Kinzelsporen vorgenommen. 

Um vor unbeabsichtigtem Mitschleppen von Fremdsporen geschiitzt zu sein, 
ist es notwendig, nach Isolierung der Einzelspore eine mikroskopische Nachkontrolle 
durchzufiihren. Zu diesem Zweck bringt man die Kugelnadel zuerst mit Hilfe 
des vertikalen Feintriebes des Mikromanipulators aus der optischen Ebene des 
Mikroskopes heraus, so daB ihre Spitze etwa 1—2 mm unterhalb des Deckglases 
zu liegen kommt. Dann wird die optische Ebene des Mikroskopes nachgefihrt, 
bis die Kugel bzw. der ihr benachbarte Teil des Schaftes im Gesichtsfeld auftaucht. 
Ist die Kugelnadel wieder ins Gesichtsfeld gebracht, so kann sie durch Verschieben 
der optischen Ebene daraufhin untersucht werden, ob nicht auBer der isolierten 
Einzelspore weitere Sporen an der Nadel haften geblieben sind. Werden bei der 
Untersuchung keine Fremdsporen festgestellt, so wird mit Hilfe einer feinen ab- 
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geflammten Pinzette das vorsichtig abgebrochene Nadelende mit Kugel und 
daran haftender Einzelspore auf geeigneten, sterilen Agar gebracht. 

Die Bebriitung der Einzelsporen erfolgt nach ihrer Isolierung und 
Abimpfung bei 24°C in einer feuchten Kammer. Eine gewisse Anzahl, 
deren Hohe von verschiedenen Faktoren abhingt (Tab. 1), keimt aus und 
bildet Mycelinseln, deren Sporen weiter abgeimpft werden kénnen. Auf 
Grund des Ursprungs aus einer einzelnen Spore ist das dabei erhaltene 
Sporenmaterial hinsichtlich seiner Erbmasse einheitlich, und den aus 
ihm erhaltenen Pilzkulturen liegt ein einheitliches antibiotisches Erb- 
gut zugrunde. 

Die Einzelsporen werden nach dem Verfahren der Mikrokultur 
(KNOLL) zur Entwicklung gebracht und auf ihren Penicillinwert ge- 
testet. Technisch gingen wir dabei so vor, daB die Applizierung der 
Einzelsporen auf den Mikro-Glaskugeln aus Vergleichbarkeitsgriinden 
auf standardisierte Mengen (0,1 ml) Czapek-Dox-Agar in entsprechen- 
den Mikro-Einheitsglasringen erfolgte. Jeder anwachsenden Einsporen- 
Mikrokultur stehen so von vornherein der gleiche Lebensraum und die 
gleichen Nahrstoff- und Wassermengen zur Verfiigung, so daB die Um- 
weltbedingungen fiir das Wachstum der Kultur und die Wirkstoff- 
bildung als weitgehendst normalisiert anzusehen sind und somit der Erb- 
wert der Kultur rein in Erscheinung treten kann. 


C. Keimungsrate von Einzelsporen. 


Fir den Erfolg der Selektionsarbeit ist die Keimungsrate der Einzel- 
sporen von wesentlicher Bedeutung. Sie ist von einer Reihe von 
Faktoren abhangig. Zunachst ist die AuBere Beschaffenheit der Sporen, 
die ihrerseits vom Nahrboden der Mutterkultur bedingt ist, von groBer 
Bedeutung. Welchen Einflu8 der Nahrboden der Ausgangskultur auf 
die Keimungsrate der von ihr isolierten Einsporen hat, sei an den 
Beispielen der Tab. 1 gezeigt. 

Abgesehen von der aiuferen Beschaffenheit der Sporen ist die Kei- 
mungsrate wesentlich stammbedingt, wie das vorhergehende Beispiel 
bereits zeigte und im nachfolgenden noch einmal zum Ausdruck kommt. 
Kine bedeutende Rolle spielt, wie nachstehendes Versuchsergebnis zeigen 
soll, der Nahrboden, auf den die Einzelspore appliziert wird. 

Von dem Stamm E527 keimten bei Verwendung von Czapek-Dox-Agar 
mit Hefeextrakt (300 mg Stickstoff je Liter) von 1053 Einzelsporen 152 aus (Kei- 
mungsrate 14%). Bei Verwendung von Bierhefehydrolysat als Wuchsstoff mit 
Czapek-Dox-Agar keimten von 351 Einzelsporen des gleichen Stammes 73 aus 
(Keimungsrate 21%). Auf Coghill-Agar keimten bei dem gleichen Stamm 
von 230 Einzelsporen 50 aus (Keimungsrate 22%). 

Von Stamm P 64 keimten von 539 isolierten Sporen auf Czapek-Dox-Agar 
mit Hefeextrakt 186 (Keimungsrate 35%). Bei Verwendung von Bierhefe- 
hydrolysat als Wuchsstoff fiir Czapek-Dox-Agar keimten von 500 isolierten 


ae 
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Tabelle 1. Bedeutung des Nahrbodens der Ausgangskultur fiir das Auskeimen der Sporen. 
eee ee 


Coghill-Agar (siehe S. 92) Czapek-Dox-Agar (siehe S. 92) 

Stamm SR 1813 isolierteste: yee: 40 ISOllertia. wut ues 40 
ausgekeimt . ... 34 | ausgekeimt .... 16 

Prozént "23 85 IPLOZeI bee ee ein Eee) 

Stamm S 1521 ISOMETb Lome abs & 90 isoliert:2 42; b= dL 80 
ausgekeimt . .. . 21 |. ausgekeimt .: ..: 5 

IProzenti so 20s"). te 24 ‘Prozentiae nn kepada 6 

_ Stamm S 1218 isoligétriecu.cee si 100 ISOSrGae ae ee 180 
ausgekeimt . ... 33 | ausgekeimt .... 12 

EROZeN Uma csi sec re 33 IPrOzeN by werk. ee es i 

Stamm S 1208 isoliert’;}~ 25 oot: 90 «| -isoliert...0 2-4... 200 
ausgekeimt:. . . . 26 | ausgekeimt .... . 6 

IPTOZENG” 2h. aot 29 iProzenibie. ae. 3 

Stamm 8 1217 olen. os 100 | isoliert ..... . 120 
ausgekeimt 30 | ausgekeimt,. ... 2 

Prezentiw tee «tse, 3D) IPLOZENU say ae ans 2 


Einzelsporen dieses Stammes 339 aus (Keimungsrate 67,8%). Auf Coghill-Agar 
lag die Keimungsrate mit 299 zu 520 isolierten Sporen bei 58%. 

- Diese Keimungszahlung ergibt, abgesehen von dem grundlegendsten 
Unterschied der Stammverschiedenheit, die Tatsache der beson- 
deren Eignung von Czapek-Dox-Agar mit Bierhefehydrolysat als 
Wuchsstoff. [hm ware unter Umstinden Coghill- Agar gleichzustellen, 
wahrend Czapek-Dox-Agar mit Hefeextrakt als Wuchsstoff sich als 
ungeeignet fiir die Applizierung von Einzelsporen erwies.* 
_ Von wesentlicher Bedeutung — auch fiir die Beimpfung von Produk- 
tions-KulturgefaBen — ist die Tatsache, da8 mit dem Alter des Stamm- 
réhrchens die Keimungsrate der Einzelsporen sinkt, wie nachstehende 
Versuchsreihe (mit 300 isolierten Einzelsporen je Versuchstag) erkennen 
1aBt (Tab. 2) 


Tabelle 2. Alter der Stammréhrchen und Absinken der Keimungsrate. 
| 


’ 


| Reihe I. Reihe IT. 
ee 
Alter des Stammréhrchens Tage. . .| 5 71218 | 12 14 16 17 18 19 20 23 
Keimungsrate Prozent ....... 85 78 57 29 | 57 53 46 30 26 20 16 6 


1 In diesem Zusammenhang sei bemerkt, da8 wir auf Anregung von Prof. RENNER 
eine Benetzung der Nadelkugel, die zur Isolierung der Einzelsporen verwendet wird, 
mit Narbenschleim von Oenothera-Lamarckiana-Bliiten vornahmen. Hine leichte 
Erhéhung der Keimungsrate gegentiber mit Agar benetzten Nadelkugeln war 
hierdurch feststellbar, wie nachstehendes Versuchsergebnis zeigt: 

isoliert 400 isoliert 100 
Narbenschleim ausgekeimt. 234 Agar ausgekeimt 47 
Prozent 59 Prozent 47 
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Das Absinken ist besonders rapid bei Verwendung von Coghill-Agar 
als Ausgangsnahrboden, wahrend die Keimfahigkeit auf Bierwiirze-Agar 
(s. unten) linger erhalten bleibt. Allerdings machen sich auch hier 
Stammesunterschiede bemerkbar. 


Nachstehend sei die Zusammensetzung der im vorangegangenen Abschnitt 
erwahnten Nahrbdden gegeben: 

Coghill-Agar: Glycerin 7,5 g; Melasse 7,5 g; MgSO,-7 H,O 0,05 g; KH,PO, 
0,06 g; Pepton 5,0g; NaCl 4,0g; Fe (als Ferrichlorid, -Sulfat oder -Tartrat) 0,003 g; 
Cu (als Sulfat) 0,001 g; auffiillen auf 1000 ml aqua dest. ; 30 g Agar in 300 ml aqua — 
dest. werden mit 700 ml obiger Losung gemischt. 

Czapek-Dox-Agar: Lactose 40,0 g; NaNO, 3,0 g; KCl 0,5 g; MgSO,-7 H,O 
0,5 g; FeSO, 0,01 g; KH,PO, 1,00 g; Bierhefe oder Hefeextrakt 300—800 mg Stick- 
stoff/l1; Agar-Agar 30 g; auffiillen auf 1000 ml aqua dest. 

Bierwiirze-Agar: 500 ml blanke Wiirze (12—18° Bllg.); 500 ml aqua dest. ; 
30 g Agar werden in einen Liter obiger Nahrlésung eingebracht. 


II. Austestung der antibiotischen Aktivitat. 
A. Arbeitsverfahren. 


Fir die Austestung des Penicillin-Wirkungswertes ist neben der bereits 
durch FLEMING angewandten Methode der Verdiinnungsreihe besonders 
von.der Oxford-Gruppe (ABRAHAM, CHAIN, FLOREY, HEATLEY und den 
Amerikanern Coauitt, Scumipt, Moyer), das Diffusionsplattentest- 
verfahren angewendet worden. Beide Testmethoden beruhen auf der 
bakteriostatischen Wirksamkeit der Penicillin-Lésung bis zu einem 
bestimmten Verdiinnungswerte. Beide Testmethoden arbeiten bei der 
Optimaltemperatur des Staphylokokken-Wachstums von 37°C und 
liefern das Testergebnis nach etwa 20—22 Std. Um den Wirkungswert 
des von den Mikrokulturen gebildeten Penicillins vollwertig im Testver- 
fahren zu erfassen, war es jedoch notwendig, bei der optimalen Bildungs- 
temperatur des Wirkstoffes bei 24°C zu bleiben, da bei einer Arbeits- 
temperatur von 37°C die zu testenden Mikrokulturen in ihrer physio- 
logischen Tatigkeit wiihrend eines mehrtigigen Aufenthaltes vollkommen 
gehemmt worden wiren. 


B. Bestimmungsmoglichkeiten des antibiotischen Wertes von Einsporen- 
Mikrokulturen im Diffusionsplattenver fahren. 
Wir haben eine Reihe von Verfahren auf ihre Brauchbarkeit hin unter- 


sucht, den antibiotischen Wert von Mikrokulturen mit Hilfe von Diffu- 
sionsplatten zu ertesten. 


a) Staphylococcus aureus SG 511 als Testkeim. 


1. Diffusionsplatte mit Trypsin-Pepton-Agar 
(Mikrokultur : Czapek-Dox- Agar). 
Die Diffusionsplatten werden mit 15 ml Trypsin-Pepton-Agar in 100-mm- 
Petrischalen gegossen. In den Agar werden bei 45°C (Héppler-Thermostat) vor 
dem AusgieBen 3 Tropfen einer 24stiindigen Kultur von Staphylococcus aureus 
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(mittlere Keimzahl 60 Mill. Keime) geimpft. Nach Erkalten der Testplatte wird 
die 8 Tage alte Mikrokultur (Czapek-Dox-Agar) mit Glasring zentrisch auf die 
Agaroberflache der Testplatte gebracht. Diese Testplatten mit den darauf befind- 
lichen Mikrokulturen werden drei Tage bei 24° C gehalten. Die erste Durchmesser- 
bestimmung der bakteriostatischen Hemmungsringe, deren Groé8e von dem 
Penicillinbildungsvermégen der Mikrokulturen abhangig ist, kann bei Ver- 
wendung von Trypsin-Pepton-Agar erst am 3. Tage nach Aussetzen der Mikro- 
_ kultur, d.h. an ihrem 11. Lebenstage, erfolgen, da der Rand der Diffusionsringe 
erst dann die geniigende Scharfe aufweist. 


Weiterhin wird alle 24 Std eine Durchmesserbestimmung des wachsenden 
Penicillin-Diffusionsringes, wie er in der wachsenden lytischen Vernichtungszone 
(Aufhellungszone) der Staphylokokken 
zum Ausdruck kommt, durchgefiihrt. Ein nm ¢ = E504 
Vergleich der Werte dieser Durchmesser- 75 ee 
bestimmung ergibt die jeweils geeignetste 
Mikrokultur der Charge. Sie ist zu’weiteren 
Abimpfungen bzw. Weiterzucht heran- 70 
gezogen worden, und aus ihrem Sporen- 
material werden weitere Einsporen-Toch- 
terkulturengewonnen,beidenensichdieser 65 
Vorgang der abwechselnden Isolierung 
und Selektion wiederholt. Um von den 
jiingst erbaltenen héchstwertigen Mikro- 60 
kulturen ausreichende Mengen Sporen- 
material zur Beimpfung in Schragréhrchen 
zu erhalten, wandten wir nachstehende 55 
. Methode an. 

In 60-mm-Petrischalen werden Coghill- 

Agar-Platten gegossen, auf die man nach 450 

dem Erkalten die Mikrokulturen mit Agar- 
stiickchen (ohne Glasring) unter sterilen 
Bedingungen aufsetzt undanwachsenlaBt. Oe ener aT aS TSG ET META TITS ae 
Man erhilt so eine Zone erbgleichen Mycels Be ee hate or ok ant 7 ; 
und geniigend Sporenmaterial, um eine 


as a4orohrchen zu_be- Abb. 1. Durchmesser des Diffusionsringes als 
groBere EN pauper Funktion der Expositionszeit in der lang- 


impfen. zeitlichen Diffusionsplatte. H 527 antibiotisch 
i omelet irene 2 oF scans 
fusions pl attenverfahrens mit mittelmaBiger Stamm (spite Erreichung hoher 
Trypsin-Pepton-Agar: Die Tryp- Ditfystonswerte). 
sin- Pepton-Agar-Diffusionplatte lie- 
fert zunichst unscharfe Diffusionsringe, die erst am 3. Expositions- 
tag meBbar sind. Sie ist nur als langzeitliche Diffusionsplatte 
verwendbar. Diese Tatsache erméglicht zwar einerseits die gesamte zur 
Wirkung kommende Penicillinmenge der getesteten Mikrokultur iis aller- 
dings als relativen Wert — zu erfassen und gleichzeitig die z eitli che 
Verteilung der Penicillin- Produktion als Testfaktor fiir die antibiotische 
Leistungsfahigkeit der Mikrokultur statistisch festzulegen (Abb. 1). 
Doch ergibt sich bei langerer MeBzeit ein zunehmendes Verblassen des 
Staphylokokken-Schleiers, zudem muf eine Verarmung des Mikro- 


94. GoTTFRIED BRINGMANN: 


kultur-Nahrbodens durch Diffusion in die Agarplatte, sowie eine Beein- 
flussung der Mikrokultur durch den Pepton-Agar angenommen werden. 
Ungiinstig wirkt sich auch die Bestreuung der Platte mit Eigensporen und 
Fremdkeimen in lingerer Expositionszeit aus. Als wesentliches Passivum 
der Methode wire anzufiihren, daB das Verfahren keinen Standard- 
vergleich durch parallele Applizierung im Mikroglasring ermoglicht, da 
hierbei nur die bakteriostatische Hemmungszone nach 24 Std meBbar © 
ist. Das Arbeitsverfahren gestattet daher nur eine relative Wertbe- 
stimmung, deren Abhangigkeit von Resistenzschwankungen des Test- 
keimes und anderen Faktoren unkontrollierbar ist. 


2. Diffusionsplatte mit Dextrose-Trypsin-Pepton-Agar 
(Mikrokultur: Czapek-Dox-Agar). 


Der Ansatz der Platten erfolgt in gleicher Weise, wie bei den Trypsin- 
Pepton-Agar- Platten naher ausgefiihrt. 


Tabelle 3. Berspiel der Diffusionsring-Durchmesserwerte von Hinsporen-Mikro- 
kulturen auf kurzzeitigen (24 Std) Diffusionsplatten. Teststamm: Bacillus subtilis 
Michigan SG 119. T = 24°C. Mikrokultur und Platte: Czapek-Dox-Agar. 


us a male é Kulturtag 
5 6 7 8 9 10. 11 12 
1325 A 1990 28 Wy 28 eh? 2h) V30i0L 28) poaer hese arias 
1326 25.) 2% |e Seer 20 SST go SL titel 
1327 22°) 27 2581 26. 71" S6° tO oP SG) 28 
1328 22) | 26 ae) oe ae | a he 
1329 242 eed Se a Ta Py ae 
1330 5 aad a a Ga ae 2 Dy di a) al 2 
1331 AQ Je 24 Peo CSOT RT) PRON? a ne se 
1333 19) ) 26.0). 20°5) S0. 28 207 Foss ag 
1334 P 63 ae ik MR nee" eh ee 
1335 25 |.628--| 30 | 30 | 25 -| 23 | 24 
1337 22 | 26 | 30 ‘| 29°] 20 | 30°] «32 
1338 20) 26°‘ Bhi.) 30.4483 5h 08h) sh 083 
1339 lg) 22 27 26) 27 28) ag 
1340 P 64 ABTA) SE SOY Se sre Saeee: as 
1341 18.9} 26. fo SOP TSO SS ir ga a TS) 
1342 20 PST MY BELLS SO) cggediie ge danas 
1344 10; 45265) 30 MI28 44). SL | 18he [see 
1345 E 1048 25)3) RB Fatla live 7 Aries aan aT eae 
1346 24°). 29) | 80") 26.) 29-1. SI) ay 
1347 fe} 80 | 20 Leica oe dee se 
1348 25 FM BS ORS Rat a0 al ye ae 
1349 Bh ht QBol } BBL G2"? eB he Boop y Ba 
1350 Bh | rege Bh lil Bre ht LT oh: 5.20 oh 28 
1351 16 eek. SO ieee aE Poe eae 
1352 1 Wm lV deh ek il Ms ls 9 ic ies ped ao 
1353 23 | 26 | 27 | 30 | 29 '| 31 | 31 | 
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Tabelle 4. Wertskala sowie téglicher und laufender Schwankungsbereich des Diffusions- 

ringdurchmessers von Bacillus subtilis-Platten bei Applizierung von Penicillin- 

Standardlosung steigender Konzentration auf kurzzeitigen (24 Std) Diffusionsplatten. 
T = 24°C. Nahrboden: Czapek-Dox-Agar. 


ee 


Penicillin- 
Konzen- Diffusionsringdurchmesser in mm 
tration 
Ii/ml 10. 6. 11. 6. 12. 6. 13. 6. 14. 6. 
LS 
0,5 24 23 24 26 26 
24 ray 24 26 26 
24 22 25 26 26 
. 24 22 24 25 26 
0,75 26 24 26 28 26 
25 23 26 28 26 
25 24 PAY 27 27 
25 24 26 28 26 
1,0 28 25 28 28 Pai 
27 25 29 28 27 
Pah 24 28 29 ii 
27 25 28 28 Pap 
ee. 828 26 28 29 30 
28 27 hee PA) 29 29 
28 26 Parl 29 29 
28 27 28 28 29 
2 29 27 28 30 29 
29 ll 28 30 29 
29 28 27 31 28 
29 27 28 30 28 
S 30 30 31 31 31 
30 30 29 30 32 
30 30 30 32 31 
30 30 30 30 31 
6 31 32 32 34 33 
31 32 30 33 35 
31 32 32 32 34 
31 32 32 33 34 


Kritische Beurteilung des Verfahrens mit Dextrose- 
Trypsin-Pepton-Agar: Die Dextrose-Trypsin-Pepton-Agar- Platte 
gestattet auf Grund der scharfen Ausbildung der zunachst bakterio- 
statischen Diffusionsringe bereits nach 24 Std ‘die erste Messung und 
kann somit als kurzfristige Diffusionsplatte mit Standardvergleich 
(0,1 ml Penicillin-Standardlésung. je Mikro-Glasring) Verwendung 
finden, doch erfaBt die kurzzeitige Diffusionsplatte, streng genommen, 
nur einen kleinen Ausschnitt (24 Std) des physiologischen Zyklus der 
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Penicillin-Bildung. Man wird daher vorteilhafter die Dextrose-Trypsin- 
Pepton-Agar-Platte als langzeitliche (bakteriolytische) Diffusionsplatte 
mit bakteriostatischem Standardvergleich am ersten Tag anwenden. 
Doch muB dann die Exposition der Mikrokultur bereits am 4. Tag er- 
folgen, um niedrige Aktivititswerte zu erhalten, die noch im Bereich 
der Standard-Vergleichsmoéglichkeiten liegen (vgl. Tab. 3 u.4). Hin- 
sichtlich der Verarmung des Mikrokultur-Naéhrbodens durch Diffusion 
in die Agarplatte gilt das gleiche wie es bereits bei der Trypsin- Pepton- 
Agar-Platte ausgefiihrt worden ist. Hinzu kommt die unerwiinschte Be- 
einflussung der Mikrokultur durch das Pepton der Diffusionsplatte sowie 
durch die Dextrose. Als positiv zu werten ist die Stabilitat des Staphylo- 
kokkenschleiers. Unerwiinscht ist auch hier die Bestreuung der Platte 
mit Eigensporen und Fremdkeimen bei langerer Expositionszeit (Gefahr 
des Unsterilwerdens der Mikrokultur!) und das kraftige Anwachsen der 
Streukeime mit dadurch bedingter St6rung bzw. sogar Unlesbarwerden 
des Diffusionsringes. 


3. Diffusionsplatte mit Czapek-Dox- bzw. Coghill-Agar 
(Mikrokultur: Czapek-Dox-Agar). 
Dieses Verfahren in der langzeitlichen Diffusionsplatte wiirde ein Aus- 
wachsen der Mikrokultur und damit sekundiare Aktivitat bedingen. 


b) Bacillus subtilis Michigan SG 113 als Testkeim. 

Bacillus subtilis zichteten wir in achttagiger 25 ml-Schiittel-Kultur 
in 50 ml-Kulturkélbchen bei 24°C. Nach Beendigung des Anwachsens 
pasteurisierten wir das Material. Von jedem Kultur-Kélbchen wird 
zweckmabig eine Probeplatte gegossen zur Feststellung der geeigneten 
Keimdichte, indem drei Tropfen der Kulturlésung vor dem AusgieBen 
des Agars in die sterile Petrischale gebracht werden. Die Kélbchen, 
deren Probeplatten geeignete Keimdichte aufweisen, werden vereinigt 
und die Sporen-Aufschwemmung im Kiihlschrank als Testmaterial auf- 
bewahrt. 


1. Diffusionsplatte mit Trypsin- Pepton-Agar 
bzw. Dextrose-Trypsin-Pepton-Agar. 

Kritische Beurteilung des Verfahrens: Bacillus subtilis gibt 
auf allen Nahrbéden, die zur Verwendung kommen kénnen, scharfe 
bakteriostatische Diffusionsringe durch Keimftngshemmung der 
Sporen. Hieraus ergibt sich von selbst, daB das Verfahren nur fir die 
kurzzeitige 24 Std-Diffusionsplatte méglich ist. Damit ist auch der 
laufende Standardvergleich gegeben. Will man sich andererseits nicht 
mit dem einmaligen Aussetzen und dem kurzfristigen Test begniigen, 
so mu man bei wiederholtem Aussetzen — abgesehen von dem groBen 
Materialaufwand — eine Verarmung des Mikrokultur-Nahrbodens in 
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Kauf nehmen, sowie eine gleichzeitige Beeinflussung der Mikrokultur 
durch Pepton-Agar und Dextrose der Diffusionsplatte. 


2. Diffusionsplatte mit Czapek-Dox-Agar 
(Mikrokultur: Czapek-Dox-Agar). 


Das Verfahren wiire im allgemeinen so zu beurteilen wie das voran- 
gegangene, nur mit dem Unterschied, daB bei laufender Aussetzung 
keine Verarmung sondern eine Auffrischung des Mikrokultur-Nahr- 
bodens durch Diffusion aus den frischen Czapek-Dox-Agar-Platten er- 
folgt; verbunden allerdings mit einer Verlangerung der Wachstums- 
periode und damit der Testzeit. Der Einflu8 eines andersartigen 
Nahrbodens ist nicht vorhanden. 

Trotz vieler Vorteile wire als MeBergebnis mit der kurzfristigen 24 Std- 
Diffusionsplatte mit Bacillus subtilis als Testkeim bei laufendem tag- 
lichen Aussetzen festzustellen: Gemessen am Standardvergleich ist die 
tagliche zur Auswirkung kommende antibiotische Aktivitat so groB, daB 
selbst bei fritiher Exposition (5. Tag) die MeBwerte in einem Bereich 
legen, in welchem groBe Aktivitatsunterschiede nur geringe Unterschiede 
der Diffusionsringdurchmesser ergeben; zudem liegt die Variation ihrer 
GroBenordnung innerhalb der Schwankungsbreite der Standardwerte 
bzw. der durch die Keimzahlschwankungen der Platten sich ergebenden 
Differenzen (Tab. 3 u. 4). 

Bei taglicher Messung lassen sich keine ausgesprochenen einheitlichen 
Optimaltage festlegen, an denen eine kurzzeitige einmalige Messung an- 
gebracht ware. Die Spitzenwerte der Aktivitat, auf die es bei der 
Selektion ankommt, werden verflacht bzw. abgeschnitten. Hs ist nur 
eine allgemeine Auslese im Sinne einer Anreicherung des qualifizier- 
teren Materials méglich. Eine direkte Linie der Aufwartsentwicklung auf 
Grund der Auswahl extrem positiver Variationen la8t sich mit diesem 
Arbeitsverfahren nicht durchfiihren. Bei einer Verwendung der Methode 
fiir einen Testvergleich ware ein hoher Material- und Arbeitsaufwand 
notwendig, der nach obigen Feststellungen in keinem Verhaltnis zur 
Genauigkeit steht. 


3. Diffusionsplatten mit Coghill-Agar (Mikrokultur: Coghill-Agar). 


Hinsichtlich der kritischen Beurteilung des Verfahrens ware das gleiche 
zu sagen wie bei der vorangegangenen Methode. Erwahnenswert ware 
auBerdem, da die tagliche Aktivitét im Verhaltnis zur Diffusionsring- 
GréBe (infolge geringerer Penicillinbildung auf Coghill-Agar) giinstiger 
ist als bei Verwendung von Czapek-Dox-Agar fiir die Mikrokultur (vgl. 
Tab. 5). 

Nach den Ergebnissen von Verdiinnungsreihen-Testen ist jedoch eine 
Vergleichbarkeit der Penicillin-Bildungsverhaltnisse des gleichen Stamms 
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bei Kultivierung auf Czapek-Dox einerseits — auf Coghill-Nahrboden 
andererseits — nicht moglich. Spitzenwerte des Penicillin-Bildungsver- 
moégens kommen auf Coghill-Nahrboden nicht zum Ausdruck (Tab. 5). 


Tabelle 5. Vergleich des Penicillin-Bildungswertes auf Czapek-Dox- und Coghill- 
Néhrlésung in 50-ml-Kulturkélbchen. 15. Kulturtag. 


i 


A 3338 A 3272 A 1434 A 3725 


Czapek-Dox | Coghill 


Czapek-Dox | Coghill Czapek-Dox} Coghill 


86 IE 44 TE 95 IE 44 IE 71 IE 44 IE 71 1E 31 IE 
86 TE 44 TE 95 IE 44 IE 71 IE 44 1K 71 1E 31 IE 
(SED 32 IE 77 TE 44 LE 71 1E 44 IE 71 1E 31 IE 
77 IE 32 IE 77 IE 32 IE 71 1E 32 LE 71IE | 311E 
72 1E 32 IE 77 IE 32 IE 71IE | 321K 63 1E | 311K 
72 TE 32 IE 72 IE 32 IE 63 TE 32 IE 63 IE | 311K 


Czapek-Dox | Coghill 


32 IE 32 IE 63 LE 32 IE 63 IE | 311E 
32 IE 32 IE 63 LE 32 IE 63 IE 
| 32 TE 63 LE 32 IE 63 IE 
42 IE 63 IE 
42 IE 


C. Allgemeine Beurteilung des Diffusionsplatten-Testverfahrens fiir die 
Brauchbarkeit in der antibiotischen Selektion. 


Die Diffusionsplatte im langzeitlichen (bakteriolytischen) Verfahren 
mit Staphylococcus aureus als Testkeim, speziell auf Dextrose-Trypsin- 
Pepton-Agar, ist fiir die relative antibiotische Wertbestimmung ge- 
eignet, soweit es sich nicht darum handelt, Spitzenwerte der Aktivitit. 
festzustellen, sondern im Rahmen einer antibiotischen Vorselektion aus. 
einem Material mittlerer Aktivitaét auf breiter Basis geeignete anti- 
biotische Stiémme auszuwahlen bzw. eine quantitative Anreicherung 
des qualifizierten antibiotischen Materials vorzunehmen. Die Diffusions- 
platte tiberhaupt gestattet mithin nur eine allgemeine antibiotische 
Auslese. Spitzenwerte auf Grund von Variationen, auf denen man eine 
Hoherentwicklung eines Pilzstammes aufbauen kénnte, sind nicht 
ertestbar, denn im Bereich hoher Aktivitit entsprechen 


Tabelle 6. Aktivitdtsunterschiede und Diffusionsringdurchmesser in der kurzzeitigen 
(24 Std) Diffusionsplatte. T = 37°C. Teststamm: Staphylococcus aureus SG 511. 


Boreas thi | Testbarkeit PE RCor Ins ra) TS 
0,5 testbarer 16, 17, 15, 18, 17 16,6 
1,5 Bereich 22, 22, 23, 21, 21 | 21,8 
3 i Grenzbereich 28, 28, 25, 28 Yai 
15 nicht testbarer 28, 28 , 28,0 


150 Bereich 30, 31 30,5 
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groBen Aktivitétsunterschieden nur noch verhaltnismaBig 
geringe oder gar keine Diffusionsunterschiede (CogHILt), 
(KNOLL), (Tab. 6). 

Friiher von uns durchgefiihrte unveréffentlichte Untersuchungen tiber 
den Gaswechsel von Staphylococcus aureus SG 511 unter Einflu8 ver- 
schieden hoher Penicillindosen haben zu ahnlichen Ergebnissen hin- 
sichtlich eines oberen Schwellenwertes der Testbarkeit gefiihrt (Tab. 7). 


Tabelle 7. Relativer O,-Verbrauch von Staphylokokkenkulturen 
(24 Std Pepton-Wasser-Kultur 1:3 verdiinnt) 
nach 140 min Einwirkung von Penicillin-Standardlésung. 


Relativer O,-Verbrauch 
Penicillin-Dosis (gemessen mit Warburg-Manometern 140—160 min nach 
Applizierung des Penicillins. Versuchstemperatur 37° C) 
ohne Penicillin 100 
0,01 IE 89 Fiir Testzwecke geeigneter Bereich, 
0,02 IE 76 Quotientunterschiede gentigend groB 
0,04 IE 54 
0,08 IE 27 
0,16 TE 20 
0,32 IE 15 Fiir Testzwecke wenig brauchbarer Bereich, 
0,64 TE 12 Quotientunterschiede liegen innerhalb der 
1,28 IE 7 Fehlergrenze der Methode 


Auf den Diffusionsring- Durchmesser haben eine Reihe teils kontrollier- 
barer, teils unkontrollierbarer Faktoren EinfluB. Ein soleher Faktor ist 
die Agar-Konzentration (Tab. 8). Andere sind die Resistenzschwan- 


Tabelle 8. Abhdngigkeit des Diffusionsringdurchmessers von der Agarkonzentration 
der Diffusionsplatte. 


Konzentration | PenicilinT# | "rince'nach 24 Std bei 7» | ‘Mittelwerte 
16% 1,5 20, 23, 23, 24, 23 mm 22,6 mm 
175%, 15 24, 23, 24, 24, 24mm 23,8 mm 
250% 1,5 24, 25, 24, 25, 25 mm 24,6 mm 
2;25% 1,5 25, 25, 25, 25, 24mm 24,8 mm 
2,5% 1,5 24, 25, 25, 25, 27mm 25,2 mm 


Tabelle 9. Beispiel einer zeitweiligen extremen, nihrbodenbedingten Resistenz- 
schwankung des Testkeimes Staphylococcus aureus SG 511 gegen Standard-Penicillin. 
OO ee eee 


Normalresistenz ... F=1 Laos Am eieare BAC Sire satu iH == 2;0 
BGta D0. 4c ee 2 TORDt a USt aet e ree Be wai 
Ose se a= 154 | TAR ANS Loo Wrath he Hee" 154 
aes y ete tines oes 175, | Sire eae ee et ee eel 


kungen des Testkeimes (Tab. 9), die trotz der moglichen Errechnung 
eines Kompensationsfaktors infolge der Nichtanwendbarkeit des Stan- 
dardvergleichs, zumindest fiir die Trypsin-Pepton-Agarplatte, nicht 


eliminierbar sind. 
hee) 
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Scumrpt und Moyer fiihren als weitere Fehlerquellen fiir den Diffusions- 
platten-Test an: Dicke der Agarschicht, die Mutterkultur des Testkeimes (Alter, 
Art der Aufbewahrung usw.), pa der Nahrlésung, das Verhaltnis zwischen der 
Geschwindigkeit der Penicillindiffusion und dem Wachstum des Versuchsorganis- 
mus, die Konzentrationsunterschiede des Testkeimes und schlieBlich der Zustand 
der Oberfliche der Glaszylinder. 

Die quantitative Auswirkung obiger Storungsfaktoren kann insbe- 


sondere in hoher Aktivitiat starker sein, als der EinfluB der Unterschiede 


der letzteren. 
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Abb. 2. Ergebnis des Selektionsverfahrens mit Einsporen-Mikrokulturen auf der Basis des 
Diffusionsplatten-Testes. Stamm SGP 23 (Penicillium notatum). Endwerte der Diffusion. 


D. Arbeitsergebnis mit Hilfe des Diffusionsplatten- Testverfahrens. 
a) Einsporenselektion. 

Mit Hilfe der Kinsporen-Isolierung und des Diffusionsplatten-Testes auf 
Trypsin- Pepton-Agar (Dextrose stand nicht zur Verfiigung) konnte durch 
eine entsprechende Selektion von etwa 1000 Kulturen, die sich iiber eine 
Reihe von Generationen (von Konidie zu Konidie gerechnet) erstreckte, eine 
Anzahl hochwertiger Einsporen-Tochterstimme des Stammes 
SPG23 erhalten werden, die in der Produktion imDurchschnitt 
70, mit ihren Spitzenwerten bis zu 80IE lieferten. Die Stei- 
gerung der antibiotischen Wirksamkeit innerhalb von drei Generationen in 
relativen Diffusionswerten ist aus dem Diagramm zu ersehen (Abb. 2). 
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Nachdem die obengenannten Stiémme eine Zeitlang in der Produktion 
gewesen waren und somit eine Reihe von Passagen bzw. von Uber- 
impfungen gefiihrt worden waren, zeigte sich zum wiederholten Male ein 
allmahliches Absinken ihrer Aktivitat bzw. ein Schwanken der einzelnen 
Ergebnisse der Testung. Aus diesen Feststellungen ist der SchluB zu 
ziehen, da®B es nicht allein geniigt, einen erbeinheitlichen antibiotisch 
hochwertigen Stamm mit Hilfe der Einsporenmethode zu erhalten, son- 
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Abb. 3. Ergebnis des Selektionsverfahrens mit Punktimpfungs-Mikrokulturen auf der Basis 
des Diffusionsplattentestes. Stamm E 527. 11. Tag. 


dern daB es notwendig ist, diesen Stamm selektiv weiterzupflegen. 
Den oben genannten Erkenntnissen entsprechend sind nachstehende 
Arbeiten durchgefiihrt worden: 


b) Selektion auf Punktimpfungsbasis. 


Da eine Weiterfiihrung der Einsporen-Isolierung aus auBeren Griinden 
zeitweise nicht moglich war, ist eine vereinfachte Arbeitsmethode entwik- 
kelt worden, um die laufende Selektion des vorhandenen Materials durch- 
fiihren zu konnen. Der Vorteil dieser Arbeitsart war die ohne groBe Miihe 
erreichbare hohe Anzahl von Einzelkulturen und damit mégliche breite 
Selektionsbasis. Das Instrument, mit dessen Hilfe die Punktimpfungen 


102 GortrRIED BRINGMANN: 


vorgenommen wurden, war die gleiche Mikro-Glasnadel, wie sie fiir die 
Einsporen-Isolierung Verwendung gefunden hatte. Der Unterschied in 
der Arbeitsweise war nur der, daB nicht Einzelsporen, sondern verhalt- 
nismaBig geringe, durch die Kleinheit der Mikroglaskugel begrenzte 
Mengen von Sporen unter der Lupe zur Abimpfung gelangten. Hiernach 
applizierten wic die abgebrochene Mikroglasnadel in der gleichen Weise 
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Abb. 4. Ergebnis des Selektionsverfahrens mit Punktimpfungs-Mikrokulturen auf der Basis 
des Diffusionsplattentestes. Stamm P 56. 11. Tag. 


wie bei der Kinsporen-Isolierung; auch die Testung der aus der Punkt- 
impfung erwachsenen Mikrokultur war die gleiche wie bei dieser Methode. 


Die Punktimpfung gewiihrleistet zwar keine qualitativ jedoch eine 
quantitativ einheitliche Abimpfung der Testkulturen. Auf Grund ihres 
Ursprungs aus einem Impfpunkt waren die dabei entstandenen Mycel- 
inseln hinsichtlich ihrer morphologischen Ausbildung einheitlich. Die 
antibiotische Aktivitit der Mikrokulturen war abhangig von dem Mittel- 
wert der antibiotischen Qualitéit der verhiltnismaBig geringen Anzahl 


Methoden der Selektion zur Steigerung der antibiotischen Wirksamkeit. 103 


abgeimpfter Sporen, die — zwar erb-einheitlichen Ursprungs (Einsporen- 
stamm) — im Einzelnen jedoch durch Umwelteinfliisse in ihrem anti- 
biotischen Wert modifiziert worden waren. 


Auf diese Weise sind mehrere tausend Mikrokulturen angelegt worden. 
Das Ergebnis der dabei durchgefiihrten Wertbestimmungen zeigte ein 
erhebliches Schwanken der Aktivitat der einzelnen Mikrokulturen ent- 
sprechend der mehr oder minder weit fortgeschrittenen ,,Ermiidung“ des 
Materials. Die in 4 Generationen durchgefithrte Selektionsarbeit ergab 
trotz der relativen Testmethode eine qualitative antibiotische Anreiche- 
rung des Materials, wie sie von mehreren Linien in den Tabellen nieder- 
gelegt ist (Abb. 3 u. 4). 


Zur Priifung der Realitiit der Diffusionsring-Werte setzten wir von 
angewachsenen Punktimpfungs-Mikrokulturen des Stammes EF 527 ver- 
gleichende Versuchsreihen als Oberflichenkulturen in 50 ml-Kultur- 
kélbchen (25 ml Czapek-Dox) an und verglichen ihre Testergebnisse im 
Verdiinnungsreihen-Verfahren mit den Diffusionswerten parallellaufen- 
der Schwesterkulturen. Im einzelnen gestalteten wir die Arbeit in der 
Weise, da die nach der oben niher beschriebenen Art gewonnenen 
Sporen der auf 60 mm-Agarplatte angewachsenen hochwertigen Mikro- 
kulturen moglichst quantitativ auf etwa 40 Stiick Kulturkélbchen je 
Mikrokultur geimpft wurden und die Testung der fliissigen Kulturen an 
einem Optimaltag — charakterisiert durch den px-Wert 7,5 (15. Kultur- 
tag) — in einer kurzen einmaligen Verdiinnungsreihe erfolgte. Aus 
den Testergebnissen der fliissigen Kulturen im Verdtinnungsreihenver- 
fahren und den Punktimpfungs-Mikrokulturen gleichen Ursprungs im 
Diffusionsplatten-Verfahren ist eine relative Vergleichbarkeit der Test- 
ergebnisse der beiden Methoden feststellbar (Tab. 10). Ein absoluter 
Gleichlauf von Diffusionsplatten-Werten und Verdiimnungsreihen-Er- 
gebnissen kann nach den vorstehenden Untersuchungsergebnissen na- 
tiirlich nicht angenommen werden. 


Es sind auf diese Weise die aus dem Material des Stammes H 527 im 
Diffusionsplattentest selektierten hochwertigen Mikrokulturen auf 
50 ml-Kulturkélbchen geimpft und im Verdiinnungsreihen-Test in der 
oben naher beschriebenen Weise gepriift worden. Bei dem hochwertigen 
selektierten Material lag der Durchschnitt der Aktivitat im Oberflachen- 
verfahren bei 72 IE, die Spitzenwerte bei 88 IE. Das bedeutet, daB mit 
Hilfe des Punktimpfungs-Selektionsverfahrens im Diffu- 
sionsplattentest die Ausgangsqualitat des ursprtinglichen 
Einsporenstammes E 527 wieder erreicht worden ist bzw. die 
in der praktischen Weiterzucht aufgetretene Degenerations- 
erscheinung durch die Selektion rtickgingig gemacht wer- 
den konnte. 
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Tabelle 10. Vergleich der Selektions-Priifungsergebnisse von Punktimpfungsmikro- 
kulturen im Diffusionsplattentest und ihrer Tochterkulturen von 50 ml-Kulturkdlbchen 
im Verdiinnungsrethentest. 

Stk Oe SS Se eee 

| Anzahl der Platten mit Diffusionsring-Durchmesser in mm (11. Tag) 


Selektions- 
A 603 Perey FES Mera eS Pee 
A 590 2 7 a ay om oF 
A 658). Lod Doth Aes 410 hte oh ee i ai, eee 
A 609 1 te ek 4) oe ae 
A 593 1-2 9°) 184 5) 2g | 
A650 | 1 ee ee AP eh ate ad ews 
A 643 oT 4a 9 ee ci ane | 
A 642 ye Pes Pe 
A 637 | | ay ie Bi ae 2/1 4 
5 Anzahl der Kélbchen mit Aktivitét 
Selektions-Nr. in IE (15. Tag) : 
87 | 71 | 68 | 54 | 44 | 3218 
A 603 ek 9 aes 
A590 18; 9 
A 655 V1 (oeQillyrl 16k Oi 
A 609 l Ste, Gibusd 
A 593 aie 5 og 1 
A 650 5B in10 1,8 
A 643 eho 6 CG 
A 642 2/21] 8 
A 637 Bi | ede tal 


Die Methode des Selektionsverfahrens mit Hilfe von Punktimpfungs- 
mikrokulturen mit Diffusionsplattentest auf der Basis erbreinen Aus- 
gangsmaterials ermdglicht nach den vorliegenden Ergebnissen eine 
Hebung der Aktivitiit des Stammes, der durch Degeneration abzusinken 
droht, auf ihr Ausgangsniveau unter gleichzeitiger Einengung des Streu- 
bereiches der antibiotischen Werte der Einzelkulturen. Die Wertbe- 
stimmungsmoglichkeit ist jedoch nur eine relative. Das von den ange- 
wachsenen und selektierten Mikrokulturen abgeimpfte Material muB 
daher in fliissigen Kulturen laufend Kontrollpriifungen im Verdiinnungs- 
reihenverfahren unterzogen werden, um seinen absoluten Aktivitiits- 
wert festzustellen. 


Aufer fiir die Anwendung zur antibiotischen Konstanthaltung des 
Stammaterials eignet sich das Verfahren zur Vor-Auswahl eines geeig- 
neten Produktionsstammes aus einer Anzahl antibiotisch wirksamer 
Stamme, wie das Beispiel eines Vergleichs von drei Stammen Peni- 


cilium notatum und zwei Stimmen Penicillium chrysogenum zeigt 
(Abb. 5). 
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EL. Bestimmungsméglichkeiten des antibiotischen Wertes von Einsporen- 
Mikrokulturen im Verdiinnungsreihenverfahren. 


Das Endziel einer laufenden antibiotischen Selektion sollte nicht nur 
die Konstanthaltung der antibiotischen Aktivitat des bearbeiteten Stam- 
mes sein, vielmehr wird versucht, antibiotische Spitzenleistungen 
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Abb. 5. Durchmesser der Diffusionsringe von Punktimpfungs- Mikrokulturen der Stamme E 527, 
P 56, P63, P64 und P 65. 11. Tag. 


von KEinsporen-Mikrokulturen, die als extreme positive 
Variationen auftreten, testmaBig in ihrem absoluten Wert 
zu erfassen und ziichterisch weiter zu verfolgen, zur Fest- 
stellung der Erbkonstanz ihrer antibiotischen Fahigkeit. 


Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kommt die Selektion 
auf Punktimpfungsbasis fir die Ertestung von antibiotischen Spitzen- 
werten modifikativer bzw. mutativer Art nicht in Frage, da man nicht 


106 GoTTrRIED BRINGMANN: 


mit monophyletischen reinen Linien sondern mit polyphyletischem, ge- 


mischten Material arbeitet. Positive antibiotische Variationen ein- 
zelner Sporen wiirden durch den unverinderten antibiotischen Phano- 
typus des Tochtermycels eines groBen Teils der iibrigen Sporen des 
gleichen Impfpunktes iiberdeckt werden. Antibiotische Sonderleistungen 


einer oder weniger variierter Sporen kénnten sich nur in einem geringen — 


vegetativen Anteil der Kultur entfalten. Nur bei Einsporen-Kulturen 
kénnen sich Variationen der antibiotischen Aktivitat der Einzelspore 


im Falle von Spitzenwerten ungestért auswirken, da das gesamte 


Tochtermycel einheitlichen Ursprungs ist. 


Hinsichtlich der Méglichkeit der Ertestung antibiotischer . 
Spitzenwerte muB nach den Ergebnissen der vorliegenden Unter- — 


suchungen iiber das Arbeitsverfahren der Diffusionsplatte ersichtlich 
werden, daB dieses Verfahren keine entsprechenden Méglichkeiten bietet. 
Hierfiir ist allen die Verdiinnungsreihe als Testverfahren brauchbar, 
und zwar in einer Form, die die Testung hoher Aktivitiitswerte ohne 
groBe Verdiinnungsfehler gestattet. 


a) Technik der Selektion auf Spitzenwerte der Aktivitat 
im Oberflachenverfahren. 


Die Abimpfung der isolierten Einzelsporen erfolgt wie tiblich auf 
standardisierte Agarmengen in entsprechenden Mikroglasringen ; vorteil- 
hafterweise wird hierfiir Czapek-Dox-Agar mit Bierhefehydrolysat ver- 
wendet, da auf demselben die giinstigste Keimungsrate erreichbar ist. 
AuBerdem sind Infektionen durch Pilzfremdsporen auf diesem Niahr- 
boden leicht erkennbar. Mit den angewachsenen unter sterilen Bedin- 
gungen halbierten Mikrokulturen beimpften wir 100 ml-K6élbchen mit 
50 ml Czapek-Dox-Kulturlésung. 


Die Kélbchen, die durch Kapsenberg-Kappen (in von uns abgewandelter Form) 
verschlossen sind, werden nach Einbringung der halben Mikrokulturen 30 min auf 
einer Schiittelmaschine geschiittelt. Die Mikrokultur streut ihre reifen Konidien 
wahrend des Schiittelns in die umgebende Kulturfliissigkeit und es bildet sich auf 
derselben recht bald bei einer Bebriitung bei 24° C eine geschlossene Myzeldecke, 
insbesondere, wenn der Czapek-Dox-Lésung Bierhefe-Hydrolysat als Wuchsstoff 
zugefiigt wird. Die aus der Mikrokultur und damit aus der Einzelspore erwachsenen 
Oberflichenkulturen werden bei Erreichung des pqy-Wertes 7,5 am 15. Kalturtag, 
dem Reifetag der Kultur, in der Verdiinnungsreihe in Doppelbestimmung auf ihre 
antibiotische Aktivitiat gepriift (siehe Tab. 1]). Es empfiehlt sich nicht, das Sporen- 
material hochwertiger fliissiger Kulturen zur Beimpfung von Schragagarréhrchen 
zu verwenden, denn diese Art der Weitergabe bewirkt eine Abwertung des Materials 
(Tab. 17). 

Es werden daher die Schwesterhalften der ausgeimpften Mikrokulturen, 
deren Sonderleistungen festgestellt sind und die in sterilen Glasréhrchen 


bei +2° bis +3°C aufbewahrt worden sind, zur Beimpfung eines 
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Stammrohrchens (Bierwiirze-Schriigagar) verwendet. Durch diese Methode 
ist eine direkte Weitergabe des hochwertigen EHinsporen-Materials 
uber geeignete Nahrbéden gesichert. 


Tabelle 11. Beispiel der Entwicklung der Aktivitét 
in 50 ml-Kulturkélbchen bis zum Reifetag (15. Kulturtag). 


Kulturtag | Stamm 4 1993 Stamm A 2000 | Stamm 4 2014 
‘IS 2) 0 | 44, 44, 44, 44 32, 32, 44, 32 44, 44, 44, 44 1H 
122. BE ame gees 44, 54, 54, 54 44, 44, 54, 54 44, 44, 44, 63 IE 
PSEA os... % 63, 63, 63, 63 (Ged lpr cals ell 63, 63, 63, 63 TE 
Lg TAN Vea Soi aad (Lg Til Fleets yy) O35 wl, Ws rd Udell: WAS Rehef ae 
JE CER i ae 87, 87, 87, 87 8/5 875 87,87 87, 87, 87 LE 


b) Technik der Selektion auf Spitzenwerte der Aktivitat 
im submersen Verfahren. 


Die Erziichtung der Einsporen-Mikrokulturen erfolgt fiir das submerse 
Verfahren in der gleichen Weise wie fiir das Oberflachenverfahren. 

Als KulturgefaBe fiir das submerse Verfahren verwendeten wir zunachst mit 
Druckluft iiber Jenaer G3-Luftfilter beliiftete 250 ml-Kulturkélbchen (100 ml 
Czapek-Dox). Die Druckluft-Beliiftung erméglichte jedoch infolge ihrer Kompli- 
ziertheit (Luftleitung, Luftverteilung, Luftleitungs-Anschliisse, Filter usw.) nicht 
die hohe Anzahl von EinzelkulturgefaBen, wie sie fiir ein laufendes Testverfahren 
der Selektionsarbeit notig ist. Es waren bei 24 Kélbchen Fassungsvermégen der 
verwendeten Schiittelmaschine nur alle 10Tage 24 Hinzelwertbestimmungen 
méglich. Weiterhin gaben Beliiftungsunterschiede unkontrollierbare Aktivitats- 
idifferenzen. 


Daher erwies sich ein Ubergang zu unkomplizierten unbeliifteten 
Kulturkélbchen als erforderlich, die in der notwendigen groBen Anzahl 
verwendet werden kénnen. Wir erprobten 50 ml, 100 ml und 200 ml- 
Kulturkélbchen. Die 50 ml-Kélbchen waren zu niedrig, so daB beim 
Schiitteln hochgeschleudertes Mycel als Luftmycel die Offnung des 
Halses allmihlich verengte oder sogar verschloB. Die 200 ml-K6lbchen 
zeigten keinen geniigenden Schiitteleffekt, auch waren sie zu hoch und 
beeinfluBten den Gasaustausch nachteilig. Die 100 ml-Kélbchen mit 
30 ml Czapek-Dox-Liésung erwiesen sich als die geeignetsten, insbesondere 
in Erlenmeyer-Form. 


Eine weitere Versuchsreihe bezog sich auf den geeigneten KappenverschluB 
der zu verwendenden Kolbchen. Die zunachst benutzte Kapsenbergkappe gab eine 
zu ungleichmaBige und auch ungeniigende Beliiftung der Kolbchen. Wir ersetzten 
sie daher durch eine aus der Kapsenbergkappe entwickelte Wattekappe. Durch 
erhéhtes Aufsetzen der Kappe wurde ein Verschlu8 der Watteschicht und damit 
Stoérungen des Gasaustausches durch Bewachsen mit Luftmycel verhindert. Die 
oben naher beschriebenen Kélbchen fiir das submerse Kulturverfahren werden in 
einer Anzahl von etwa 400 Stiick auf einer entsprechenden Schiittelmaschine mit 
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220 Schwingungen in der Minute bei 24°C nach ihrer Beimpfung acht Tage ge- 
schiittelt. Hierbei spielt die GleichmaBigkeit der Schiittelfrequenz und Amplitude 
der Maschine eine wesentliche Rolle, denn von diesen Faktoren hangt die Flissig- 
keitsoberflache und damit der Gasaustausch ab, auBerdem aber auch zu einem 
Teil die GréBe der submersen Mycelkiigelchen und damit deren Oberflachenver- 


haltnis. Von letzterem andererseits ist die Entwicklung des pq-Wertes und die 


Penicillinbildung in gewissem Sinne abhangig. 

Aus dem eben Gesagten ergibt sich, daB die Frequenz und Amplitude 
der Schiittelmaschine konstant bleiben mu, insbesondere bei wech- 
selnder Belastung der Maschine. 


Die antibiotische Aktivitaétspriifung der submersen Kulturkélbchen 


erfolgt am 8. Tage. 
Eine direkte Weiterimpfung mit submersem Mycel aus fliissiger Kultur 
in eine neue submerse Kultur empfiehlt sich ebensowenig wie das direkte 


Uberimpfen von fliissiger Deckenkultur auf eine fliissige Oberflachen- — 


kultur, da dieses Verfahren mit einer erheblichen Aktivitatsminderung 


verbunden ist (Tab. 12). Ebensowenig empfiehlt sich auch die direkte — 


Abimpfung der submersen Kulturen auf Schragagarréhrchen bzw. andere 
mit Agar beschickte ImpfgefaBe. Man geht zweckmaBig so vor, daB die 
Schwesterhalften der Mikrokulturen der hochwertigsten K6élbchen auf 
Bierwiirze-Schragagar-Rohrchen (Stammrohrchen) abgeimpft werden. 

Werden die Stammrohrchen nach 14tagiger Anwachszeit nicht sofort 
verwendet, so miissen sie bei + 2° bis +3°C aufbewahrt werden, da 
hohere Temperaturen bzw. Temperaturschwankungen sich physiologisch 
ungiinstig auswirken (COGHILL). 


Tabelle 12. Abnahme der Aktivitdt eines submersen Stammes bei Weiterimpfung von 
angewachsenem (8 Tage alten) Mvycel. 


Stamm 1. Generation 2. Generation 3. Generation 
S 1082 87 IE 63 IE 44 1E 

S 1215 87 IE 44 1E 

S 1465 87 IE 44 IE 

S 1473 87 IE 44 1K 

S 1250 87 IE 32 IE 


F. Ergebnis des Selektionsverfahrens mit Einsporen- Kulturen 
auf der Basis des Verdiinnungsrethentestes. 
Das biologische Material lieferte der Stamm Penicillium notatum 
SGP 64. Die antibiotische Voruntersuchung des Stammes in massiv 
beimpften 100 ml-Kélbchen ergab die Werte der Tab. 13. 


Tabelle 13. Antibiotische -Aktivitit des Ausgangsstammes SGP 64 


UN a Byia| th een ol 54, 44, 32, 25, 17 IE 
Anzahl der Kélbchen. 1, 7, 13, 9, 4 


(PAktivitatiee feet rin: 44, 32, 25, 17 IE 
| Anzahl der Kélbchen. . . 5, 43, 17, 6 


im Oberflachenverfahren 


im submersen Verfahren 
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Die erreichten Werte der Aktivitit liegen in beiden Verfahren an- 
nahernd gleich hoch (Durchschnittswert 32 IE). Das submerse Verfahren 
ermoglicht auf Grund seiner nur achttagigen Kulturperiode eine raschere 
Selektionsfolge. So sind die ersten Selektionsarbeiten auf Einsporenbasis 
mit Verdiinnungsreihentest in diesem Verfahren durchgefiihrt worden. 

Das Ergebnis des Priifverfahrens an Einsporen-Mikrokulturen 
in submersen 100 ml-Kulturkélbchen (25 ml Czapek-Dox) auf der Basis 
des Verdiinnungsreihentestes enthalt (Tab. 14). 


Tabelle 14. Antibiotische Aktivitat von Einsporen-Kulturen. (1. Tochtergeneration.) 
a ere ie ate, 


BATKLAN AUER Ie aN 6 Baio ten A eel ts (ph byl -2HE Byriap 
Anzahl der Einsporenkulturen. 26, 32, 125, 183 


Es war damit gelungen, aus dem Grundmaterial des Stammes SG P 64, 
der im Oberflachen- und im submersen Verfahren einen antibiotischen 
Durchschnittswert von etwa 32 IE besitzt, eine verhaltnismaiBig umfang- 
reiche Gruppe von Einsporen-Kulturen zu erhalten, die eine antibiotische 
Wirksamkeit von 44 IE ergaben. Dariiber hinaus tritt eine Gruppe mit 
einer gehobenen Aktivitét von 54 1E hervor; und schlieBlich erscheint 
eine Spitzengruppe mit 63 LE antibiotischer Wirksamkeit. Die Selten- 
heit der hohen Aktivitatswerte hatte jedoch zur Folge, daB sie im antibioti- 
schen Erscheinungsbild des Ausgangsstammes nichtin Erscheinung traten. 

Die Priifung der antibiotisch hochwertigen Einsporen-Tochter- 
staimme (1. Tochter- Generation) des Stammes Penicillium notatum 
SGP 64 auf die Erbkonstanz ihrer hohen antibiotischen Aktivitat 
fiihrten wir an einer erneuten Folge von Hinsporen-Kulturen 
(2. Tochtergeneration) im submersen und im Oberflachenver- 
fahren in 100 ml-Koélbchen durch. Bei dieser Priifung, die gleichzeitig 
einen weiteren Selektionsschritt darstellte, erhielten wir zwei Gruppen 
von Staimmen, deren antibiotische Priifwerte aus Tab. 15 ersichtlich sind. 


Tabelle 15. Antibiotische Aktivitét von Einsporenkulturen. (2. Tochtergeneration.) 
Stamm S 1815. 


pAtctuval titi tbeckes TA faaitt cays ss cnareet Lait sphtuceks Maney ae 75, 54, 32 IE 

Anzahl der Einsporenkulturen (submerses Verfahren). 14, 26, 12 
Stamm S 1814. 

AN Feeriseaiiitsinee ie ca Oh A ies aes Sane Os a 75, 63, 54, 44, 32 IE 

Anzahl der Einsporenkulturen (submerses Verfahren). GE Bhi eta he ZI 
Stamm S 1207. 

INRSNAIBIIS en BLE io Up tot TR Eee ao ea Ach eee ace 84, 75, 63, 54, 44, 32 IE 


Anzahl der Einsporenkulturen (submerses Verfahren). —, —, 5, 
Anzahl der Einsporenkulturen (Oberflachenverfabren). 1, 1, 22, — —, — 
Stamm S 1208. 
AIRF KES ~5" a Sg 6 6 re MOMORIBG aoeon aonOneD maces 
Anzahl der Einsporenkulturen (submerses Verfahren). — 
Anzahl der Einsporenkulturen (Oberflichenverfahren). 2, 4, 44, —, —, — 
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Als Priifungsergebnis ware festzustellen: Die antibiotische Wertigkeit 
der selektiv erhaltenen Einsporen-Stamme der 1. Tochtergeneration mit 
primar gleich hohen Priifungsergebnissen spaltete in der 2. Tochter- . 
generation in verschiedener Weise auf. 

1. Bei dem Stamm 8 1814 lag die gr6Bte Anzahl der gepriften 
Kulturen im submersen Verfahren bei einer gehobenen Aktivitat von 
631E (im Gegensatz zu 321E mittlerer Wertigkeit des Ausgangs- 
stammes). Jenseits des Mittelwertes war ein zahlenmaBig sich ver- 
ringernder kontinuierlicher Abfall auf 32 IE festzustellen. Es erschie- 
nen neue Spitzenwerte mit 75 IE. 


Bei dem Stamm S 1815 lagen zunachst ahnliche Verhaltnisse vor, wenn 
man beriicksichtigt, daB die Wertstufen 44TE und 63 1E aus technischen 
Griinden nicht zur Testung gelangten. Bemerkenswert ist jedoch, daB 
die Anzahl der neuen Spitzenwerte von 751E relativ und ab- 
solut wesentlich héher lag als bei S 1814. Das bedeutet, daB die 
Wahrscheinlichkeit, mit dem Stamm S 18/5 hohe Produktionswerte im 
submersen Verfahren zu erlangen, groBer ist, als bei dem Stamm S 1814. 
Auch als Ausgangsstamm fiir die weitere Selektion diirfte der Stamm 
S 1815 am geeignetsten sein. 

2. Beim Stamm S 1/207 traten im submersen Verfahren keine 
neuen Spitzenwerte auf. Die Anzahl der Werte 63 LE war gering, der 
Anteil der Wertstufen 54, 44 und 32 1E verhaltnismaBig gleich. Eine 
Bestitigung der Eignung des Stammes S 1207 fiir das submerse Ver- 
fahren liegt nicht vor. Hingegen traten im Oberflachenverfahren 
neue Spitzen von 75 und 84IE auf, auch eine hohe Anzahl von 
Kulturen mit dem Wert 63 LE. 


Noch extremer in der gleichen Richtung lagen die Verhialtnisse bei 
dem Stamm S 1208. Im submersen Verfahren wurde der Wert 63 IE 
tiberhaupt nicht erreicht. Der Anteil der tibrigen Wertstufen war 
noch ungiinstiger als beim Stamm S 1207. Im Gegensatz dazu erreichte 
der Stamm S 1208im Oberflichenverfahreninhoher Anzahl den 
Wert 63 1E und erzielte neue Spitzenwerte von 751E und 84 IE in 
hdherem MaBe als S 1207. 

Der Stamm S 1208 war demnach als geeigneter Oberflichen- 
stamm und Ausgangsstamm fiir weitere Selektion im Oberflichen- 
verfahren anzusehen. 

Aus der Moéglichkeit einer Anreicherung hoher antibiotischer 
Werte, der Auffindung neuer Spitzenwerte, aber auch der Auf- 
spaltung der Wertigkeit im Ziichtungsverlauf entsteht die Aufgabe 
einer fortlaufenden Selektion auf der Basis der Spitzenwerte der 
folgenden Generationen. Gleichzeitig erweist sich die Notwendigkeit 
einer parallelen Selektion im submersen und im Oberflichen- 
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verfahren infolge der verschiedenen Hignung des biologischen Materials 
fiir die beiden Kulturverfahren. 


G. Kritische Beurteilung des Verdtinnungsreihenverfahrens. 


Das Verdiinnungsreihenverfahren gestattet eine direkte bzw. ab- 
solute Wertbestimmung des Penicillin-Bildungswertes unter laufendem 
Standardvergleich insbesondere von Spitzenwerten der 
antibiotischen Aktivitaét. Die Notwendigkeit des vorherigen An- 
wachsens der Einsporen-Mikrokultur auf Agarschalen entfillt, da die- 
selbe sowohl im Oberflachen- wie im submersen Verfahren direkt in die 
Testkélbchen appliziert wird. Hierdurch ergibt sich zunachst eine erheb- 
liche Zeitersparnis im Selektionsverfahren, wovon Tab. 16 ein Bild 
vermittelt. 


Tabelle 16. Zeithalkulation fiir eine Generation des antibiotischen Selektionsverfahrens 
bet Penicillium notatum. 
Diffusionsplattenverfahren (Punktimpfung bzw. Einsporenimpfung). 
Indirektes Verfahren mit Vorselektion. 


Mikrokultur-Stadium 

imupiune bzw. Isolierung.. 2 3...) « . 1 Tag 

Anwachszeit im Mikroring ....... 1l Tage Vorselektion im 

Testzeit in der Diffusionsplatte . ... . 9 Tage Diffusionsplatten- 

Anwachszeit auf der 60 mm-Agarplatte . 4 Tage test 

Prifkultur-Stadium (Kulturkolbchen) 

Abimpfen auf Kélbchen ........ PP ag 

Anwachsen (Oberflachenkultur) .... . 15 Tage Priifung im Ver- 
ms (submerse Kultury, ..... (8) Tage diinnungsreihentest 

Testen in der Verdiinnungsreihe .... 2 Tage 

rosa SZClbee Ps aucitemneid a vB. ot cle *s 43 (35) Tage 


Verdiinnungsreihen-Verfahren (Animpfung mit Einsporenmikrokulturen). 
Direktes Verfahren ohne Vorselektion. 


Mikrokultur-Stadium 


Tsohertng she aes Bee te oe 1 Tag 
Anwachszeit im Mikroring. .... 5 Tage 
Prifkultur-Stadium 

Aussetzen auf Kélbchen..... 1 Tag 

Anwachsen (Oberflachenkultur) . . 15 Tage 
(submerse Kultur) . (8) Tage 

Testen in der Verdiinnungsreihe . 2 Tage 

Gesamibzeltie. mom tae bias hte, p once ees 24 (17) Tage. 


Danach werden bei letztgenanntem Verfahren 20 Tage Zeit in einer 
Generation gespart. Nicht nur Zeit-, sondern auch Materialersparnis 
sind bei letzterem Verfahren erheblich, da sowohl der Agar und die 
Diffusionsplatten sowie die Arbeit fiir das Ansetzen der Platten entfallen. 


Ein gleichfalls recht wesentlicher Faktor, der fiir die Anwendung des 
direkten Testverfahrens spricht, ist die Ausschaltung der bakteriellen 
Unsterilitits- und Infektionsgefahr mit fremdem Pilzsporen-Material 
auf der Test- bzw. Anwachsplatte. Die Gefahr der Unsterilitat der 
Mikrokélbchen durch die junge eingebrachte Mikrokultur ist wesentlich 
geringer als bei der Abimpfung mit Ose von den laingere Zeit der In- 
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ILI. Einfiihrung des selektierten Impfmaterials in den Produktions-ProzeB. — 


Die Ubertragung des selektierten Materials auf die KulturgefaBe der 
Produktion war der Gegenstand verschiedener Versuchsreihen. Die 
direkte Beimpfung aus 25 ml-Kulturkélbchen durch UbergieBen der 
Sporen-Abschwemmung brachte bei Czapek-Dox-Kolbchen als Ergebnis 
eine Abwertung in dem Produktions-Impfkolben bzw. gleichartigen’ 
Tochterkélbchen (Tab. 17). 


Tabelle 17. Abnahme der Aktivitdt eines Oberflichenstammes bei Weiterimpfung von 
Sporenabschwemmungen von (15 Tage alten) Kulturdecken, 
die auf fliissigem Czapek-Dox-Ndhrboden in 50 ml-Kulturkélbchen geziichtet wurden. 


Stamm A 590. Aktivitit in IE... .... 87 | 71 | 63 | 54 | 44 | 32 
1. Generation (Anzahl der Kélbchen) .... . —|}13) 9 )—]— = 
2. Generation (Anzahl der Kélbchen) .... . — | 8} 27 | 21 4) — 
Stamm A 687. Aktivitit in IE. ...... 87 | 71 | 63 | 54 | 44 | 32 
1. Generation (Anzahl der Kélbchen) .... . — | 12 | 36 | 28; 8 | — 
2. Generation (Anzahl der Kélbchen) . .. . . }—j| 1|—J] 11) 22.).9 


Auch bei Uberimpfung von Kulturkélbchen mit Coghill-Lésung 
scheinen die Aktivitiétswerte nicht auf der zu erwartenden Hohe zu ver- 
bleiben, wihrend bei der Beimpfung der Impf-P-Kolben von Schrig- 
rohrchen eine relativ groBe Aktivititsbestindigkeit feststellbar war. 


Die physiologische Eignung des Agar-Nihrbodens wird verstandlich, 
wenn man bedenkt, daB die Penicillien natiirlicherweise auf festem oder 
halbfestem Substrat (Kise, Brot usw.) gedeihen und Fliissigkeiten fiir 
sie ein anormales Substrat darstellen. Die Weitergabe des selektierten 
Impfmaterials von festen Nihrbéden diirfte sich daher als die geeig- 
netste empfehlen. 


Kin weiterer Vorteil der Schragréhrchen, insbesondere bei Ver- 
wendung von Bierwiirze-Agar als Impfmaterial-Trager ist ihre 
leichtere Kontrollméglichkeit auf Fremdsporen-Infektion. Diese Kon- 
trolle ist bei den mit Kulturfliissigkeit beschickten Kulturkélbchen 


Methoden der Selektion zur Steigerung der antibiotischen Wirksamkeit. 113 


infolge starker Guttation erschwert. Dieser Umstand sowie die Wahr- 
scheinlichkeit einer vollkommeneren Erhaltung des Penicillin- Bildungs- 
wertes auf festem Nahrboden, la8t auch fiir die Impfkolben, fiir die im 
allgemeinen fliissige Czapek-Dox-Nahrbéden verwendet werden, die 
Agar-Beschickung wiinschenswert erscheinen, doch hat sich die Ab- 
schwemmung von groBen P-Kolben infolge der erheblich hohen, steril 
uberzugieBenden Fliissigkeitsmenge (0,5—11) nicht als praktisch er- 
wiesen. 

Um die Impfkolben als Zwischentrager des selektierten Materials vor Fremd- 
und minderwertigen Eigenluft-Sporen zu schiitzen, deren Wirkung sich in den 
Kulturkolben vervielfacht, entwickelten wir einen sporensicheren und doch luft- 
durchlassigen Kolben-Verschlu8. Er besteht aus einem Wattestopfen und einer 
Glaskappe. Letztere enthalt eine perforierte Pappscheibe als Abschlu8. Durch die 
Offnung der Pappscheibe und den Wattestopfen ist ein 16 mm-Glasrohr gezogen, 
das nach auBen mit einer Kapsenbergkappe abgeschlossen wird. Die Glasdurch- 
fiihrung erméglicht eine einfache und einwandfreie Beimpfung bzw. Probeent- 
nahme. Die Vorteile der Gasdurchlassigkeit und der absoluten Sterilitat des Watte- 
stopfens werden mit dem stabilen Abschlu8 durch die Glaskappe und der sterilitats- 
technisch einwandfrei zu handhabenden Kapsenberg-Kappe vereinigt. 


Zusammenfassung. 


Es werden Verfahren entwickelt: 

a) die antibiotische Aktivitét von Penicillium-Stammen in Vor- 
selektion auf breiter Basis auszutesten und anzureichern mit Hilfe 
von KEinsporen- bzw. Punktimpfungs-Mikrokulturen im  Diffusions- 
plattentest ; 


b) aus dem Material eines ausgewahlten Stammes durch Einsporen- 
Isolierung erbreine Linien mit hoher und erbkonstanter antibiotischer 
Aktivitat herauszuztichten ; 


c) das hochgeziichtete Material eines antibiotisch wirksamen Stammes 
durch laufende Selektionsarbeit bei konstanter antibiotischer Wirksam- 
keit zu erhalten; 


d) durch Ertestung von Spitzenwerten antibiotischer Aktivitat im 
Verdiinnungsreihen-Verfahren an Einsporen-Mikrokulturen positive 
antibiotische Variationen festzustellen und nach Priifung auf ihre anti- 
biotische Erbkonstanz selektiv weiter zu ziichten und damit durch die- 
selben eine Erhohung der antibiotischen Produktionsfahigkeit des ver- 
wendeten Stammes zu erreichen; unter Umstanden unter Uberschrei- 
tung der Grenzen seiner urspriinglichen antibiotischen Qualitat. 

Als Begleitprobleme werden die Fragen der Sporenkeimung und der 
Erhaltung der Aktivitit bei der Weiterimpfung antibiotisch hoch- 
wertigen Materials sowie die Grenzen des Testbereichs antibiotischer 


Wertbestimmungsmethoden untersucht. 
Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 8 
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Das Arbeitsverfahren ist in dem nachfolgenden Schema dargestellt. 


Arbeitsgang der laufenden antibiotischen Einsporen-Selektion mit Verdiinnungsreihen- 
Wertbestimmung. 


Einzelsporen 


Einzelsporen-Mikrokulturen (24°) 
(Mikroring) 
(Czapek-Dox-Agar) 
t 


| | 
; | | 


Y Y 
Kulturkélbchen (24°) Schragréhrchen (24°) 
(Wertbestimmung) (Stammrohrchen) 
(Czapek-Dox fliissig) (Bierwiirze-Agar) 


| 


Schragréhrchen (24°/2°) 


(Impfmaterial) | 
(Choghill- bzw. Bierwiirze-Agar) / 
| | 
/ eg St ieee 
Priifkolben! (24°) Impfkolben? (24°) Einzelsporen 


(Czapek-Dox fliissig) (Czapek- Dox fliissig) (Mikroring) 
(Czapek-Dox-Agar) 
| 

Produktionskolben ® (24°) 
(Czapek-Dox fliissig) 


1 Fir Oberflaichenverfahren; fiir submerses Verfahren Priiftank. 


* Fiir Oberflachenverfahren; fiir submerses Verfahren Impftank (24°), (Vor- 
keimung). 


8 Fiir Oberflichenverfahren; fiir submerses Verfahren Produktionstank. 
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Acetobacter Lafarianum nov. nom. 


Von 
ALEXANDER JANKE (Wien). 


(Hingegangen am 2. Mai 1945.) 


Vor vielen Jahren hat Verfasser [1] aus Lagerbieren des Wiener 
Handels eine groBe Zahl von Essigsiéure-Bakterien isoliert, unter denen 
sich auch Vertreter einer neuen Gruppe befanden, die als Gruppe des 
Bact. Hansenianum bezeichnet wurde. 


Wie sich jedoch erst jetzt herausstellte, findet sich ein Bakterium 
mit gleicher Speziesbezeichnung (Acetobacter Hansenianum) bereits bei 
CHESTER [2] angegeben. Nun wird wohl in Berceys ,,Manual of Deter- 
minative Bacteriology“‘[3] diese Art als identisch mit Acetobacter aceti 
(Kiitzing) Beijerinck bezeichnet, das als typische Art fiir das Genus 
Acetobacter Beijerinck angegeben wird. Wie an anderem Orte noch des 
niheren ausgefiihrt werden soll, ist jedoch bei dieser typischen Spezies 
eine teilweise Verwechslung des symplotrophen Bact. aceti Hansen mit 
dem haplotrophen Acetobacter aceti Beijerinck unterlaufen, so daB auch 
die Identitat des letzteren mit dem CHEsSTERschen Organismus in Frage 
gestellt. erscheint. Verfasser sieht sich daher veranlaBt, das von ihm 
aufgefundene Bakterium in Acetobacter Lafarianum nov. nom.? umzu- 
benennen. Dessen Kigenschaften sowie jene einer Varietat sollen nach- 
stehend zusammengefaBt werden. 


Acetobacter Lafarianum Janke nov. nom. 
A. Morphologie. 


1. Morphologie des Hinzelwesens : Kurzstiibchen (0,7—1,2 «:0,7—0,8 1) 
vorwiegend einzeln oder zu zweien, mitunter auch in kiirzeren Ketten, 
mit Kigenbewegung. Kiirzere Faden (bis zu 6 ) finden sich nur selten, 
andere atypische Formen iiberhaupt nicht. Die Zellenden sind ab- 
gerundet, bei guter Kohlenhydraternihrung (z. B. auf Doppelbier) mehr 
eckig, auf Hefewasser hingegen etwas zugespitzt. — 2. Morphologie der 
Zellgemeinschaften: a) Auf fliissigen Niihrsubstraten, wie Lager- 

' Nach Franz Larar, Dr. phil. et Dr. techn., Professor an der Technischen 
Hochschule in Wien (1. 4. 1897 bis 30. 4. 1917; 24. 12. 1938) dem hervorragenden 
Fachmann auf dem Gebiete der Essig-Bakteriologie. 


Acetobacter Lafarianum nov. nom. LF 


bier (12°ig mit 3 Vol% Athanol), Doppelbier (mit 2,2 Vol% Athanol), 
Hefewasser (10% ig mit 3 Vol Athanol) oder mineralische Nahrlosung J 
(0,04 g K,HPO,, 0,1 g (NH,),HPO,, 0,04 g MgSO, - 7 H,0, 0,5 ml Gly- 
cerin und 0,1 g Bernsteinsiiure in destilliertem Wasser gelést und mit 
diesem auf 100 ml aufgefiillt) bei 30°C nach 6 Tagen: graulichweiB- 
durchscheinende bis gelblich-weiBe, fadenziehende bis zahschleimige 
Haut auf der getriibten Flissigkeit; die Haut farbt sich mit Jodlésung 
(in Athanol oder KJ) gelb. b) Auf festen Nahrsubstraten: a) Strich- 
zuchten auf Lagerbier-Gelatine (10—12°% Gelatine mit 3 Vol°% Athanol), 
Lagerbier-Agar (2° Agar-Agar, 3 al % Athanol) oder Wiirzeagar 
(2% Agar-Agar, 3 Vol% Athanol): graulichweif-durchscheinende, hohe, 
fadenziehende, weichschleimige, aber nicht abrinnende Belage. Die 
Wachstumsbilder sind im allgemeinen weniger charakteristisch als auf 
flissigen Nahrbéden. — f) Riesenkolonien auf Wiirzegelatine (Anlage 
in Petrischale mittels steriler Zeichenfeder): raschwiichsig (3—4 mm), 
erhaben, feuchtglanzend, weichschleimig, glatt, graulichweiB-durch- 
scheinend; bei mikroskopischer Betrachtung im durchfallenden Licht: 
gelbgrau, strahlig angeordnete dunklere Bander. 


B. Physiologie. 


1. Temperaturoptimum fiir das Wachstum relativ weit (20—30° C). — 
2. Séuerung von Athanol: Sauerungsmaximum relativ niedrig; bei 
Zimmertemperatur 3,7 g Essigsiure je 100 ml. — 3. Sduerung von 
Glykose, untersucht auf Glykose-Kreide-Agar nach WATERMAN und in 
Hefewasser (+ 10% Glykose) ziemlich stark; zur Neutralisation von 
100 ml Hefewasser werden bis zu 19 ml n-Natronlauge verbraucht. — 
4. Stiuerung von Disacchariden, untersucht in Hefewasser mit Zusatz 
von 5% des Zuckers (bei Saccharose jedoch 10%): Saccharose, Maltose 
und Lactose werden nicht gesiuert. — 5. Sduerung von Malzwiirze 
schwach, da Maltose nicht, wohl aber Glykose gesduert wird. — 
6. Wachstum auf Beijerincks Niéhrlésung [0,05 g (NH,), HPO,, 0,01 g KCl 
in Leitungswasser gelést und mit diesem auf 100 ml aufgefiillt; nach 
der Sterilisation Zusatz von 3 Vol°% Athanol und von soviel Essigsaure, 
als zur Lésung des entstandenen Niederschlags gerade notig ist]: auf 
der klar bleibenden Fliissigkeit bildet sich eine weiBlich-durchscheinende 
fadenziehende Haut. Da demnach gutes Wachstum auftritt, ist Aceto- 
bacter Lafarianum zu den haplotrophen Essigséurebakterien zu 
rechnen. — 7. Aufzehrung der Essigsdéure tritt entsprechend dem Wachs- 
tum mit Essigsdéure als einziger C-Quelle ein (Uberoxydation). — 
8. Widerstandskraft gegeniiber Essigstiwre ziemlich bedeutend; so tritt 
in Lagerbier noch bei Zusatz von 6 g Essigsiure zu 100 ml Lagerbier 
(+ 3 Vol% Athanol) deutliches Wachstum ein. 
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Acetobacter Lafarianum var. vindobonense?. 


Diese Varietat unterscheidet sich von der vorstehend beschriebenen 
Art vor allem durch das Verhalten zu Jodlésung; beim Behandeln mit 
letzterer tritt némlich eine braunviolette Firbung auf, die sich bei mikro- 
skopischer Priifung als eine Mischfarbung aus gelb und rotviolett tin- 
gierten Schleimmassen ergibt. Auch unter so einfachen Ernahrungs- 
verhaltnissen, wie sie die BrE1sERINCKsche Nahrlosung bietet, tritt diese 
Farbung ein. Weitere Unterschiede bestehen in der starken Sauerung 
von Saccharose sowie im mikroskopischen Bild der Riesenkolonien auf 
Wiirzegelatine; dieses zeigt eine gelbliche Grundmasse von rosetten- 
artiger Form, gegen den Rand zu einen dunkleren gelbgrauen Ring, 
daran anschlieBend eine gelbliche Randzone, die in farblos tibergeht; 
spaterhin nimmt die ganze Kolonie eine schwach rosa Farbung an. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Experimentelle Untersuchungen zur Ausbildung von 
Faden- und Kettenformen bei Bacterium prodigiosum*. 
Von 
EpitH HEINZEL 
(Mit 5 Textabbildungen.) 

(Hingegangen am 19. Mai 1949.) 
In der Literatur finden sich zahlreiche Angaben iiber Veriinde- 
rungen in der Form der Bakterienzelle, sowohl hinsichtlich ihrer 
Gr6Be wie auch des Auftretens von Einzelzellen oder kurzen und langen 


Ketten (Mrnoux, Roxin, Stapp und Ruscumann, Pésu und Ragat). 
Aber es fehlt bisher noch eine systematische, an einer Art durchgefiihrte 


Abb. 1. Bacterium prodigiosum. Normalkultur. Vergr. 600 mal. 


Untersuchung aller derjenigen Faktoren, die zur Erklarung fiir das 
Zustandekommen dieser Erscheinungen herangezogen werden konnten. 
Im folgenden soll nun iiber einige Versuchsreihen berichtet werden, die 
sich mit Untersuchungen iiber die Faden- und Kettenbildung bei 
Bacterium prodigiosum durch Zusatze verschiedener Neutralsalze be- 
fassen und welche im Hinblick auf das Problem der Salzeinwirkung 
auf die Bakterieneinzelzelle, insbesondere auch der Beeinflussung des 
Wachstums- und Teilungsmechanismus, von einigem Interesse sein 
diirften. Vergleichsweise wurden noch einige weitere Bakterien und 
Proactinomyceten hinzugenommen. 

Unter normalen Kulturverhaltnissen (Dextrose-Probacit-Agar) wachst 
Bact. prodigiosum mit sehr beweglichen Einzelzellen von 0,5 « Breite 
und 0,7 4 Lange (Abb. 1). Als Ketten sind im folgenden septierte, 
als Faden unseptierte Formen bezeichnet. 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation, Gottingen, mathematisch-natur- 
wissenschaftliche Fakultat, 1948. 
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Versuchsbedingungen. 


Im Verlauf der Untersuchungen erwies sich Dextrose-Probacit-Agar (5 g Dex- 
trose, 6 g Pepton, 4 g Probacit der Maggigesellschaft, 16 g Agar, 1000 cm* Wasser) 
als Kultursubstrat fiir Bact. prodigiosum als besonders giinstig. Die verschiedenen 
Salze wurden in geléster Form zugesetzt. Hierzu wurden 3-normale Salzstamm- 
lésungen hergestellt und dann die zu untersuchende Konzentration auf 5 cm® 
Gesamtfliissigkeit berechnet, in Reagensglaser einpipettiert und auf 2 cm? mit 
dest. Wasser aufgefiillt. Zu diesen 2 cm* Salzlésung wurden 3 em* Dextrose-Agar */; 
zugegeben; Dextrose-Agar */; enthalt bei gleicher Nahrstoffmenge nur */; der fiir 
normalen Agar angegebenen Wassermenge. Man arbeitet auf diese Weise mit einem 
Medium, dessen Salzkonzentration beliebig eingestellt werden kann und dessen 
Nahrstoffe und Agarkonsistenz unverandert bleiben. Die verwendete Nahrlésung 
war ungepuffert bis auf die besonderen spater zu erwahnenden Versuche. 

Die einzelnen in den Tabellen erscheinenden Bewertungen wurden folgender- 
maBen gewonnen: Wachstum und Farbstoffbildung wurden makroskopisch be- 
stimmt. Die Normalkultur ist ziegelrot gefarbt. Die in den Tabellen angegebenen 
Werte fiir die Schleimbildung beziehen sich auf Vergleiche mit Kontrollkulturen 
wahrend des experimentellen Arbeitens. Es la8t sich namlich beim Uberimpfen 
der Bakterien leicht feststellen, ob es sich um eine unverschleimte (—), verschleimte 
(+) oder stark verschleimte (+++) Kultur handelt. Die Beweglichkeit wurde 
mikroskopisch in Wasseraufschwemmungen jeweils im Vergleich mit salzfreien 
Kontrollkulturen bestimmt. 


Versuchsergebnisse mit Bact. prodigiosum. 
Alkalisalze. 
a) Chloride. 


Die Ergebnisse der Versuche mit Alkalisalzen sind in den Tab. 1—3 
aufgefiihrt. Abb. 1 zeigt das Bild der normalen Kultur. Im einzelnen 
ergibt sich folgendes (Tab. 1): 

Lithiumchlorid bewirkt keine eigentliche Faden- oder Kettenform. 
Bis zu einer Konzentration von 0,19 mol/Liter finden sich bewegliche 
Kokkenformen (0,5 w). Kulturen mit Zusatzen von 0,20—0,48 mol/Liter 
zeigen eine starke Tendenz zur Bildung von Doppelkokken. Bei noch 
hdheren Konzentrationen beobachtet man 4¢gliedrige Kokkenkurzketten, 
eine nur voriibergehende Erscheinung, welche nach 24 Std bereits wieder 
in Einzelkokken zerfallen sind. 

Bei Natrium- und Kaliumchlorid-Zusitzen wird bei héheren . 
Salzgaben die Inkubationszeit merklich verlingert, welche bei Gaben 
von 1,35 mol/Liter beispielsweise 7 Tage betriigt. Bis zu einer Salz- 
zugabe von 0,380—0,50 mol/Liter sind die Zellen identisch mit den salz- 
freien Kontrollkulturen. Im Bereich von 0,70—0,95 mol/Liter werden 
Kurzketten gebildet, die sehr bald im weiteren Verlauf der Entwicklung 
zerfallen, von 1,00 mol/Liter an aufwiirts schlieBlich lange, unseptierte 
Faden. Diese sind sehr schleimig und bilden keinen Farbstoff mehr aus. 
Die Kurzketten sind gerade, gestreckt oder abgewinkelt, die Faden 
dagegen sehr gewunden. 
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0,80 mol/Liter zugesetzt werden, um Kettenbildung hervorzurufen, 
nur bei CsCl liegt sie sehr viel tiefer, namlich bei 0,03 mol/Liter. 

Die Salzgruppe zeigt eine ziemlich einheitliche Ketten- und Faden- 
lange fiir die Elemente Na, K, Rb und fiir NH,, némlich 25—40 , waihrend 
ein LiCl-Zusatz extrem niedrige Werte (5 ~) und CsCl-Zusatz extrem 
hohe Werte (75—100 y) gibt. Hierzu ist zu bemerken, da das Element 
Lithium sich als Spitzenelement der ersten Gruppe im Periodischen 
System in seinen Eigenschaften dem Magnesium der zweiten Gruppe 
nahert, welches auch bei hoher Konzentration ausschlieBlich Diplo- 
kokken ausbildet. 


Abb. 2. Bacterium prodigiosum. 0,04 mol/Liter Cs,SO,-Zusatz (Dunkelfeldbel.). Vergr. 1000 mal. 


b) Sulfate. 
Hohe Molaritaéten von SO,-Ionen (Tab. 2) werden besser vertragen 
als von Cl-Ionen. Lithium-, Natrium-, Kalium- und Rubidiumsulfat sind 
ohne Einflu8 auf die Kettenbildung bei Bact. prodigiosum. Nur bei 


S pes : é Se 
Pabelle 2. Wirkung von Caesium- und Ammoniumsulfat auf Bact. prodigiosum. 


mol/ Liter | Wachstum | Farbe 


Schleim 1.Tag | 2. Tag 3. Tag 
Cs,50, 
0,009 no rosa 5 iu lu lu 
0,010 r4 rosa b— 25 8 u lu 
0,020 + + weib t 45 u 20 8 u 
0,030 } weil 4 75 u 75 u 75 
0,040 | weibB b++ | 50—200u | 50—200u | 50—200 
0,045 weib +++ |50—200u | 50—200 pu | 50—200 4 
(NH,),S0, | | | | | 
0,40 rae i) TOsa ale t= 3—5 fu Lu | Lu 
Pp ‘ | k | F 

0,50 r+ | rosa + 3—5 5—10 wu 10 u 
0,60 | rosa oF — 30 ju 30 wu 


0,65 +—- | rosa + — = | 30u 
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Zuséitzen von Casiumsulfat treten ungewohnlich lange Zellfiden auf 
(100—200 yu siehe Abb. 2 fiir 0,04 mol/Liter Cs,SO,). Die Faden bleiben 
bis zum Absterben der Kultur erhalten. Bei Gaben von Ammoniumsulfat 
ist das mikroskopische Bild nahezu identisch mit dem der Ammonium- 
chloridkulturen. Die Ketten sind scharf septiert und die Einzelglieder 
fast zylindrisch gestaltet. 


c) Nitrate. 

Ein Vergleich der Nitratwerte in Tab.3 mit den entsprechenden 
Chloridwerten (Tab. 1) veranschaulicht, daB Kettenbildung durch 
Nitratzusatz mit genau der Halfte der fiir Chloride erforderlichen Salz- 
menge hervorgerufen werden kann. Daneben bleibt die spezifische Wir- 
kung der Kationen erhalten. 


Tabelle 3. Wirkung von Alkalinitraten auf Bact. prodigiosum. 


LiNO,; NaNO, KNO; RbNO, CsNO; NH,NO, 
Mol/Liter. . . 0,40 0,35—0,4 | 0,35—0,4 0,40 |0,03—0,08) 0,35—0,40 
Wachstum + ++ ++ ++ +— Seles 
Warbe. = ..' 3): rot rot rot wei weil rot-rosa 
Schleim = + oe ae Abts — 
Bakterienform 
u. -lange Diplo- Ketten | Ketten Faden Faden | Ketten 
kokken | Faden Faden 40 wu 100 uw 25 
Kokken-| 25—50 wu | 25—40 u 
ketten 
2 
Erdalkalisalze. 


Aus Tab. 4 ist leicht abzuleiten, daB der Wirkungsmechanismus der 
Erdalkalisalze ein ganz anderer sein mu8 als der der Alkalichloride. 


Tabelle 4. Wirkung von Erdalkalichloriden auf Bact. prodigiosum. 


mol/Liter Wachstum Farbe 1. Tag 3. Tag 5. Tag 
MgCl, 
0,1 +++ rot Kokken Kokken Kokken 
0,2 +++ rot Kokken Kokken Kokken 
CaCl, 
0,2 ++ rosa Kokken Kokken Kokken 
0,3 +- rosa Kurzketten Kokken Kokken 
0,4 +- rosa Kurzketten Kokken Kokken 
SrCl, 
0,1 ++ rot Kokken Kokken Kokken 
0,2 +— rosa Kokkenketten Kokken Kokken 
BaCl, 
0,1 + rosa Kokkenketten Kokken Kokken 
0,15 - | 
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Langere Faden- oder Kettengebilde wurden niemals beobachtet. Die 
Kurzketten, deren Einzelglieder zur Kokkenform neigen, sind sehr un- 
bestiindig und erinnern an Kulturen mit Lithiumzusitzen. Die Hohe 
der zur Kettenbildung erforderlichen Salzkonzentration nimmt mit 
steigendem Atomgewicht in der Reihenfolge des Periodischen Systems 
ab: Calcium 0,30, Strontium 0,20, Barium 0,10 mol/Liter. Magnesium- 
zusatze fiihren nicht zu Fadenformen. 


Wirkung von Sduren und Basen. 


Der Zusatz von anorganischen Saéuren und Basen bewirkt keine 
Faden- und Kettenbildung bei Bact. prodigiosum. Es wurden Versuche | 
ausgefiihrt mit chemisch reiner Salzsiure, Salpetersiure und Schwefel- 
siure, mit Natriumhydroxyd, Kaliumhydroxyd und Bariumhydroxyd. 
Dagegen bewirken geringste Zusitze von Borsaure scharf gegliederte 
Kettenformen (vgl. hierzu: Die Begiinstigung des Pollenschlauchwachs- 
tums durch Borséure nach TH. SCHMUCKER). 

Ebenso verliefen alle Untersuchungen mit zahlreichen organischen 
Sauren und ihren Salzen mit den verschiedensten chemischen Eigen- 
schaften hinsichtlich einer Kettenbildung negativ. Lediglich die Natrium- 
und Kaliumsalze der Dichlorbenzolsulfonsiure bewirken in geringer 
Dosierung Kettenbildung, was sich aus der im Vergleich zu den tibrigen 
angewandten organischen Sauren stiirkeren Dissoziation erklaren laBt. 


Salzgemische. 

In weiteren Versuchen wurde gepriift, ob das Kettenbildungsvermégen 
der einzelnen Salze durch Kombination gleicher Kationen mit verschie- 
denen Anionen, gleicher Anionen mit verschiedenen Kationen und ver- 
schiedener Anionen mit verschiedenen Kationen gesteigert oder auf- 
gehoben werden kann. Diese Salzkombinationen kénnen entweder additiv 
wirken, d. h. die kettenfordernde bzw. -hemmende Wirkung der beiden Salz- 
partner addiert sich, oder sie k6nnen antagonistische Wirkung aufweisen. 
Der Ionenantagonismus bei der Kettenbildung zeigt weitgehende Uber- 
einstimmung mit den Erscheinungsbildern, die von antagonistisch beein- 
fluBten Qucllungs- und Entquellungsversuchen her bekannt sind.. 

Bei Kombination zweier Alkalichloride heben sich die-Wirkungen der 
beiden Kinzelsalzpartner auf die Kettenbildung gré8tenteils auf. Kom- 
biniert man dagegen NaCl oder KCl mit LiCl, so erhalt man bei hohen 
NaCl- und tiefen LiCl-Konzentrationen Fiiden von gréBerer Linge, als 
sie bei der gleichen Konzentration jedes einzelnen Partners auftreten. 
Kin Antagonismus zwischen Na oder K und NH, besteht in geringem 
Grade, wobei erwaihnt werden muB, daB K und Na weit weniger toxisch 
sind als NH,. Die Wirkung des Kations NH, wird deshalb vorherrschen. 

Salzgemische von Alkalichloriden mit Alkalisulfaten- oder nitraten, 
desgleichen von Alkalinitraten oder auch Erdalkalichloriden unter- 
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einander wirken nicht antagonistisch. Vielmehr haben sie einen be- 
ginstigenden Hinflu8 auf die Kettenlange (Additivwirkung). 
Antagonistisch dagegen wirken wieder Kombinationen von Alkali- 
und Erdalkalisalzen oder von Erdalkalinitraten untereinander, Beob- 
achtungen, die schon seit langem bei physiologischen Studien gemacht 
wurden. Ausnahmen bestehen seitens der Ammonium- und Lithium- 
verbindungen, wobei einmal die Ammoniumeigenschaften dominieren, 
zum andern bei Zugabe von Lithium zu Erdalkalichloriden die ent- 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Wirkung einer Mischung von Natriumchlorid und Ammoniumsulfat auf Bacterium prodi- 

giosum. Die Ordinate bei 1 stellt die Fadenlange fiir 0,90 mol/Liter NaCl-Zusatz dar, die Ordinate 

bei 10 die Fadenlange fiir 0,60 mol/Liter (NH,).S0O,. Die Punkte 2—9 zeigen die Linge bei ver- 
schiedenen Mischungsverhaltnissen der beiden Kombinationspartner. 


Abb. 4. Wirkung einer Mischung von Calcium- und Strontiumchlorid auf Bacteriwm prodigiosum. 
Erklirung siehe unter Abb. 3. 


quellenden Kationenwirkungen beider Partner (jeweils Kokkenketten) 
in bestimmten Mischungsverhaltnissen vollstandig aufgehoben werden, ja 
sogar eine gegenteilige Plasmabeeinflussung stattfindet (Stabchenketten). 

Einige wenige Beispiele der Ionenadditivwirkung bei Anwendung von 
Salzgemischen sollen aus den beigefiigten Abb. 3 und 4ersichtlich werden. 

Bei der antagonistischen Wirkung von Salzgemischen handelt es 
sich darum, daB die kettenbildenden Faktoren beider Salze durch das 
Zusammenwirken stark gehemmt oder vollsténdig aufgehoben werden. 
Einen sehr starken Ionenantagonismus findet man bei der Kombination 
von NaCl und CsCl, wie Tab. 5 zeigt. Die Fadenbildung bleibt bereits 
bei einer Casiumchloridkonzentration von nur 0,01 mol/Liter aus. 


Tabelle 5. Antagonistische Wirkung der Salzkombination NaCl—CsCl auf die Faden- 
bildung bei Bact. prodigiosum. 


0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,03 | 0,04 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 0,08 | 0,09 


cscl_| 

Nacl_ | | | | 

0,5 Citta el ae Lae ela rat lp | Mig Sih 
0,8 lu | lp | lw | lp | lw | lw | lp | lp | tw td lp 
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Die folgende Ubersicht zeigt, unter welchen Kombinationen der Salze eine 
Additiv- oder eine antagonistische Wirkung eintritt: 


a) Additivwirkung 
Alkalichlorid + Alkalinitrat 
Alkalichlorid + Alkalisulfat 
Alkalinitrat + Alkalinitrat 


b) Antagonistische Wirkung 
Alkalichlorid + Alkalichlorid 
AlkalichJorid + Erdalkalichlorid 
Erdalkalichlorid + Erdalkalichlorid 
Alkalisalze + Lithiumsalze 
Alkalisalze + Salze organischer Sauren. 


Quantitative und qualitative Verinderung des Normalmediums 
bei Salzzusatz. 


Um feststellen zu kénnen, ob eine bestimmte Menge Kohlenstoff und 
Stickstoff eine mégliche Kettenbildung fordert oder herabsetzt, wurde 
der Prozentgehalt des Normalmediums an Pepton, Dextrose und Pro- 
bacit variiert. Ohne Zusatz wirksamer Salze verandert sich die morpho- 
logische Form nicht, auBer bei typischen Nahrstoffmangelzellen (Invo- 
lutionsformen bei kiimmerlichem Wachstum), wenn das Mindestma8B 
an Kohlenstoff 0,10°% und Stickstoff 0,005°% unterschritten wird. 

In Salzmedien dagegen ist ein bestimmtes Kohlenstoff: Stickstoff- 
verhaltnis fiir die Linge der Ketten und Faden ausschlaggebend. Bei 
Uberschreiten des Maximalwertes fiir die Kohlenstoffquelle bzw. bei 
Unterschreiten des Minimalwertes fiir die Stickstoffquelle wird die 
Kettenlainge wieder verkiirzt. Die Optimalwerte fiir den Gehalt an 
Dextrose und Pepton ergeben kombiniert die giinstigsten Kettenlingen. 
Fir Prodigiosumkulturen erweisen sich am vorteilhaftesten: Dextrose 
=="2%,,,- Pepton='0,01%. 


Tabelle 6. Optimalwerte an Dextrose und Pepton fiir die 
Kettenlinge bei Bact. prodigioswm. 


Dextrose Gew. % Pepton Gew. % tena maa 
2,00 0,01 100 u 
2,00 0,005 75 
1,00 | 0,01 25 uw 
0,10 0,40 10 
0,01 1,00 2—4 u 


Bei giinstiger Kohlenstoff:Stickstoffvariation kann eine Verlingerung 
der Ketten um das 5—7fache der Kontrollkulturen erzielt werden. 
Diese Ergebnisse fiihrten zu der Frage, ob bei giinstigen Kohlenstoff- 
Stickstoffwerten zur Kettenbildung nicht geringere Salzkonzentrationen 
als die tiblichen ausreichen diirften. Alle diesbeziiglichen Versuche ver- 
liefen jedoch negativ. Daraus laBt sich folgern: Dem Nihrboden muB 
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eine Mindestmenge an Salz zugegeben werden, damit eine Ketten- 
bildung tiberhaupt zustande kommt. Die Kettenlinge kann dagegen 
durch ein optimales Kohlenstoff/Stickstoffverhiltnis um ein Vielfaches 
vergroBert werden. 

Bei der qualitativen Verinderung des Nahrsubstrates wurde die 
Dextrose-Kohlenstoffquelle ersetzt durch Rohrzucker, Ammoniumsulfat, 
Glycerin, losliche Starke, Dextrin, Pektin und Mucin; die Pepton- 
Stickstoffquelle durch Asparagin, Kaliumnitrat, Ammoniumsulfat und 
Alanin. Als kettenbildendes Salz wurde ein Gemisch von NaNO, 0,40 
mol/Liter und Na,SO, 0,20 mol/Liter zugesetzt. 

Bei Verwendung von Rohrzucker, Ammoniumtartrat und Kalium- 
nitrat, Ammoniumsulfat, Alanin sind die Versuchsergebnisse die gleichen 
wie bei giinstigen Gaben von Dextrose und Pep- 
ton. Wird Glycerin als Kohlenstoffquelle geboten, “aff tit. 
so wird die Kettenbildung in ihrer Lange erheblich as 


a ie 


t a-i-nr 


Abb. 5. Bact. prodigiosum. Vergr. '° mal. a. 2%, Dextrose, 0,4 mol/Liter NaNO, + 0,2 mol/Liter 
Na,.SO,. b. 2°, Starke, 0,4 mol/Liter NaNO; -++ 0,2 mol/Liter Na,SO,. 


herabgesetzt (Hochstwerte 5u gegen 25 w bei der Dextrosekontrolle). 

Die Polysaccharide Stirke, Dextrin, Pektin und Mucin unterdriicken 
auch in Salzlésungen die Kettenbildung vollstaéndig, man erhalt bei 
gutem Wachstum der Kulturen Kokkenformen, deren Langendimensionen 
unter denen der Normalkulturen liegen, wie die Abb. 5a und 5b zeigen. 

Zur Erklarung kommen zwei Méglichkeiten in Betracht: 

1. Kettenbildung ist bei Bact. prodigiosum von spezifischen Kohlen- 
hydraten abhingig (Dextrose, Rohrzucker, Ammoniumtartrat). 

2. Die Polysaccharide werden schlechter verwertet als die oben an- 
gefiihrten Kohlenhydrate. Wird Stiirke als Kohlenstoffquelle gegeben, 
so ist nach 6—10 Tagen Kulturdauer die Stiirkereaktion noch deutlich 
positiv; d. h. das fiir den Organismus verwertbare Verhaltnis Kohlen- 
stoff/Stickstoff liegt tiefer als das errechnete; es kann keine Ketten- 
bildung auftreten. 


Physikalische Anderung der Salznihrbéden. 


Durchrein physikalische Veranderung des Nor mal mediums |aBtsich die 
Stabchenform nicht in die Fadenform tiberfiihren. In Salzmedien dagegen 
ist die Fadenlange durch einige physikalische Faktoren beeint luBbar. 


Ulm, 
A ee ee ~ ; re Oe 
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So wurde bei Variation des pu-Wertes festgestellt, daB die Ketten- 
bildung in sauren und alkalischen Medien stark gehemmt bzw. aus 
geschaltet wird und das Optimum der Kettenlange im Neutralgebiet 
liegt. Als Beispiel mége ein Versuch mit Ammoniumsulfat dienen, der 
aus Tab. 7 zu entnehmen ist, wobei noch zu bemerken ist, da in un- 
gepufferten Substraten erheblich gréBere Fadenlingen zu finden sind. 


In den Salzmedien wurde der px- Wert durch Pufferlosungen eingestellt 
auf px — 4—6 (Citronensaure/Salzsiure), px = 6—7,5 (Phosphatpuffer), 
pu = 7,5—9 (Citronensdure/Natronlauge). Dadie Ionen der Pufferlosungen 
ihrerseits die Kettenbildung wieder antagonistisch beeinflussen konnen, 
wurden daneben auch Glykokollmischungen zum Puffern verwandt. 


Tabelle 7. Abhdngigkeit der Kettenbildung bei Bact. 
prcdigiosum vom pu-Wert bei Ammoniumsulfatzusatz. 


(NH,)28O, a ahi. . | 
mol Liter pH = 5,0 | pH = 6,8 pH = 8,8 poneenutnst 
| 
0,4 2u 2h 3 2 
0,5 2b 124 2 bu 20 uu 
0,6 2 12 u kein Wachstum | 25 yu 
0,7 2 25 mu kein Wachstum 70 


Die Variation der Agarkonsistenz ergibt bei Gegenwart von Salzen 
eine Jangere, bestandigere Kettenform auf 2°,igem Agar. Durch die 
erhohte Agarquellung wird das zur vollstindigen Teilung der Ketten- 
glieder notwendige Wasser zu fest an das Substrat gebunden. 

Bei Anderung von Temperatur, Oberflachenspannung und relativer 
Luftfeuchtigkeit konnten keine Unterschiede beziiglich der Ketten- 
lange festgestellt werden. 


Vergleichende Salzversuche mit einigen weiteren Mikroorganismen. 

Die vorangehenden Salzversuche mit Bact. prodigiosum haben gezeigt, 
daB dieser Organismus auf die verschiedenen Salze nicht gleichmaBig 
reagiert, und daB selbst chemisch nahe verwandte Substanzen ganz ver- 
schieden gestaltete Formen bedingen. Es wurden nun Untersuchungen 
mit einer Reihe weiterer Organismen durchgefiihrt, um festzustellen, 
ob gewisse Ubereinstimmungen in ihrem Verhalten Salzen gegentiber 
bestehen. Als Vergleichsorganismen wurden untersucht: Bact. coli, Pseu- 
domonas fluorescens, Bac. subtilis, Bac. mesentericus, Bac. mycoides (als 
typischer Kettenbildner) und einige Proactinomyceten aus der Gruppe 
,,ruber (wegen des normalerweise sehr bald zerfallenden Mycels). 

Zusammenfassend ist mitzuteilen, da Bact. coli auf Salznaihrbéden 
sehr schlecht wiichst, in Einzelfillen Langstiibchen ausbildet, sehr selten 
Kurzketten (RbCl 0,5—0,7 mol/Liter Tu, NH,Cl 0,4 mol/Liter 4 wu, 
CsCl 0,05—0,07 mol/Liter 5 j1) 
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Bac. fluorescens verhalt sich ahnlich wie Bact. prodigiosum und bildet 
bei etwa den gleichen Salzkonzentrationen Faden und Ketten aus. 


Bac. mesentericus ist gegen Salzeinwirkung etwas resistenter, kann - 
aber auch in bestimmten Fiillen Kettenform annehmen (NaCl 1,20 
mol/Liter 25 u, CsCl 0,09 mol/Liter 25 uw, NH,Cl 0,60 mol/Liter 25 ). 
Interessant ist seine Reaktion auf Lithiumsalze; hier werden entgegen 
allen Beobachtungen bei den iibrigen untersuchten Bakterien lingere 
Faden ausgebildet (30 w). Es ist anzunehmen, daB die kolloidchemische 
Zusammensetzung des PlasmaeiweiBes von Bac. mesentericus eine andere 
ist als beispielsweise von Bac. prodigiosum. 

Bei Bac. subtilis wird lediglich die Versporung durch Salzgaben ver- 
zogert oder vollig gehemmt, die urspriingliche Kettenform wird bei- 
behalten und die Hinzelglieder in ihren Langendimensionen nicht ver- 
andert. : 

Bac. mycoides und ebenso die Proactinomyceten-Stimme sind gegen 
Salzzusaétze auBerordentlich resistent. Es werden erheblich héhere Salz- 
mengen vertragen (z. B. fiir Bac. mycoides: 2,10 mol/Liter NaCl, 
2,50 mol/Liter KCl, 1,40 mol/Liter NH,Cl, eine gesattigte K,SO,-Lésung), 
ohne dai Wachstumsstillstand oder eine Zellverinderung stattfindet. 
Nur bei LiCl und MgCl, wurden Involutionsformen beobachtet. Fiir 
Proactinomyceten haben die Grenzkonzentrationen die Werte: LiCl = 0,8 
mol/Liter, NaCl = 1,6 mol/Liter, KCl = 1,8 mol/Liter, RbCl = 0,7 
mol/Liter, CsCl = 0,01 mol/Liter, NH,Cl = 1,2 mol/Liter. Bei Uber- 
schreitung dieser Konzentrationen tritt Wachstumsstillstand ein, ohne 
daB eine morphologische Veranderung vorausgeht. 

Insbesondere treten bei Bac. mycoides niemals Faden, sondern stets 
nur Ketten auf, also auch bei Casium-Zusatz, wobei Bact. prodigiosum 
querwandlose Faden bildet. 

An Bac. mycoides wurden nun noch Untersuchungen zur Erlangung 
kettenfreier Kulturen vorgenommen. Da8 eine Méglichkeit dazu besteht, 
geht aus den Arbeiten von Stapp und Zycua (1931), HoLzMULLER (1909) 
sowie RoELCKE und INTLEKOFER (1938) (iiber Bac. anthracis) hervor, 
welche Umbildungen der R-Form mit langen Zellketten in die S-Form 
mit kiirzeren Zellformen beschreiben. 

Die allmihliche Umbildung der Kettenform in die Stabchenform 
gelang bei regelmaBigem Uberimpfen mindestens drei Wochen alter 
Kulturen (also nicht bei Uberimpfung junger Kulturen) auf Substrate 
mit hohem Kohlenstoff- (2% Dextrose) und hohem Stickstoffgehalt 
(0,60% Pepton). Die Staébchenform (S-Form) hat dann die Fahigkeit, 
in den fiir Bac. mycoides charakteristischen und makroskopisch sehr 
gut sichtbaren Spiralwindungen zu wachsen, verloren, wahrend die 
Mycoideskulturen auf stickstoffarmem Nahrboden mit 0,10°% Pepton 


Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 9 
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die Spiralwindungen weiter fortfiihren. Die Stabchenform ist wieder in 
die Kettenform iiberfiihrbar, wenn man auf Kartoffelagar (0,06% Stick- 
stoff) oder stickstoffarmen Dextroseagar zurtickimpft. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Bei den Alkalisalzen behauptet sich der EinfluB der Anionen noch 
verhaltnismaiBig stark, bei den Erdalkalisalzen tiberwiegen dagegen die 
Kationeneigenschaften. 

Die zu einer Ketten- oder Fadenbildung von Bac. prodigiosum not- 
wendigen Salzkonzentrationen oder, kolloidchemisch gesprochen, die 
zunehmende Entquellungsfaihigkeit der Salze nimmt zu gemaB der 
Anionenreihe : 


NO, < (J, Br) < Cl < Benzoat < Formiat < Tartrat < SO, < Citrat 
quellende Ionen entquellende Ionen (Kokken) 
(Ketten-Faden) 

zunehmende Entquellung 


> 


bzw. der Kationenreihe: 
Cs< Rb<NH,<Na<K <_ Li< (Mg, Ca, Sr, Ba) 
quellende Ionen (Ketten) entquellende Ionen (Kokken) 
zunehmende Entquellung 


Zu diesen Ionenreihen ist noch zu bemerken, daB sich die Stellung der 
Saureradikale der organischen Saéuren und des SQO,-Ions und in der 
Kationenreihe die Reihenfolge der Erdalkalien auf die Konzentrationen 
bezieht, bei welchen eine Entquellung (Kokkenform) mikroskopisch 
sichtbar wird. (Bei den quellenden Ionen kann daneben auch noch die 
Kettenlange beriicksichtigt werden.) Das bedeutet : fiir Citrat und Barium 
liegen die Salzkonzentrationen, die zu einer Entquellung fiihren, am 
tiefsten ; sie sind die starksten entquellenden Ionen. Umgekehrt quellen 
NO, und Cs am starksten, die notwendigen Salzmengen sind auch hier 
am geringsten. 


Diese fiir die vorliegenden Versuche aufgestellten Ionenreihen stimmen zwar 
nicht véllig, aber in groBen Ziigen mit den Anionen- und Kationenreihen iiberein, 


: 


wie sie Hormetsrer fiir die quellende und entquellende Wirkung auf EiweifSkérper — 


aufgestellt hat. 
Hofmeistersche Anionenreihe: 
SCN < J < NO, < Br < Cl < Acetat < Tartrat < Citrat < SO, 
zunehmende Entquellung 


Hofmeistersche Kationenreihe : 
NH, < K < Na < Li < Mg < Ca < Sr < Ba 
zunehmende Entquellung 


Mit zunehmender Quellung erhéht sich die Gesamtvitalititshemmung, 
iuferlich erkennbar an Teilungssistierung (= Fadenbildung), gesteigerter 
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Schleim- und verminderter Farbstoffbildung sowie abnehmender Be- 
wegungsintensitat. Die Plasmaquellung wird demnach durch Ionen ver- 
schieden stark beeinfluBt; die Permeabilitit folgt diesen Veranderungen 
in spezifischer Art. 

Die Resistenz der Bakterienzelle gegeniiber Sulfatzusatzen erklirt 
sich wahrscheinlich aus der Eigenschaft des SO,-Ions, eine groBe Hy- 
dratationshiille zu bilden; infolgedessen werden andere geliste Stoffe, 
z. B. Zucker, intensiv aus der Lésung heraus in die Zelle hinein ver- 
drangt, d.h.ein SO,-Zusatz kann zu einer Umsatzsteigerung fiihren. 
Tatsachlich kann man bei Kulturen mit héchstméglichen Sulfatkonzen- 
trationen noch tippiges, den Kontrollkulturen zumindest entsprechendes, 
wenn nicht gar tiberlegenes Wachstum feststellen. Eine Ausnahme 
machen Casium- und Ammoniumsulfat. Daneben setzt das SO,-Ion 
durch sein Entquellungsvermégen die Permeabilitait herab, so daB es 
praktisch kaum zu einem erheblichen Eindringen des Salzes und damit 
zu einer st6renden Beeinflussung des Wachstums- und Teilungsmecha- 
nismus kommen kann (vgl. WALTER). 

Zu einer Erklarung der Kettenbildung in Casium- und Ammonium- 
sulfatmedien sei nochmals auf die auBerordentlich hohe Toxizitaét der 
beiden Kationen verwiesen, welche vielleicht den oben erwahnten Eigen- 
schaften des Sulfations entgegenwirken. Bei Anwendung von Lithium- 
sulfat addieren sich die entquellenden Eigenschaften von Anion und 
Kation, wobei dem Kation die starkere Toxizitét zukommt. 

In den vorangehenden Versuchsbesprechungen ist bereits erwahnt 
worden, daf Bakterienketten schon nach wenigen Kulturtagen in ihre 
Einzelglieder zerfallen, wihrend die Faden ihre Form _beibehalten. 
Diese Erscheinung lat sich vielleicht folgendermaBen deuten: 

Bei Salzzusatz wird durch kolloidchemisch beeinfluBte Vorgange in 
einer primaren Phase der Teilungsmechanismus verlangsamt, wahrend 
das Streckungswachstum ungehemmt fortschreitet. Dadurch kommt es 
nicht zur endgiiltigen Abtrennung der bei der Teilung entstehenden 
Einzelindividuen, und es werden Ketten gebildet, deren Glieder aus 
Stibchen (1—2 yw lang, 0,5 w breit) bestehen. In der darauffolgenden 
Sekundirphase wird das Langenwachstum gehemmt, wahrend die Tei- 
lung, wenn auch verlangsamt, noch zu Ende gefiihrt wird. Die Ketten 
zerfallen durch Bildung einer Scheidewand in ihre Einzelglieder, welche 
sich aber durch gréere Lange von den Kontrollkulturen ohne Salz- 
zusatz unterscheiden. Die Sekundarphase wird nach 2, hdchstens 3 
Kulturtagen erreicht, es sei denn, daf eine langere Inkubationszeit 


(NaCl, KCl) vorausgeht?. 


1 Bei der Korrektur zugefiigt: C. N. Hivsnetwoop (The Chemical Kinetics 
of the Bacterial Cell. Oxford 1947) stellt fiir das Auftreten von Ketten bei 


Bact. lactis aerogenes und deren spateren Zerfall die Theorie aut, da unter be- 
QF 


132 Eprra Henze: 


Bei Anwendung sehr hoher Salzkonzentrationen kommt es zur Aus- 
bildung von Faden. In diesen Fallen scheint der Teilungsmechanismus 
vollstandig unterdriickt zu sein, wihrend das Langenwachstum inten- 
siver verliuft als bei den Normalkulturen. Spater wird das Wachstum 
verlangsamt, ohne da®B Teilungserscheinungen auftreten. Die Faden 
kénnen demnach nicht in Teilstiicke zerfallen, sondern bleiben bis zum 
Absterben in dieser Form erhalten; die Teilung ist endgiiltig gehemmt. 

Hier ist auch noch auf folgende bedeutsame Tatsache hinzuweisen. 
Ein Salz kann nur dann in spezifischer Konzentration auf die Ausbil- 
dung der Kettenform wirken, wenn es innerhalb der logarithmischen 
Phase der Bakterienentwicklung, also wahrend der ersten acht Stun- 
den zugegeben wird. Spatere Salzgaben verandern die Form der 
Organismen nicht mehr, auch wenn die Bakterienentwicklung noch nicht 
abgeschlossen ist. Dabei findet ein allmahlicher Ubergang von der 
Fadenform iiber die Kurzkettenform zur Langstabchenform statt. Das 
bedeutet, am Beispiel des Casiumsulfates (0,04 mol/Liter) betrachtet, 
da man bei Salzgaben bis zu 3 Std nach der Beimpfung lange Faden 
erhalt, bis zu 6 Std nach der Beimpfung Kurzketten und schlieBlich 
nur noch Langstabchen (Tab. 8). 


Tabelle 8. Zeitliche Abhdngigkeit der Salzzugabe (0,04 Mol./l Cs,SO,) nach’ der 
Beimpfung bei Bact. prodigiosum. 


; Mikroskopisches Bild am 2. Kulturtag 
Salzzugibe 
B. Form | Linge Wachstum 

vor. der Beimpfung ...... Ketten 30—75 fu +— 
Std nach Beimpfung .... | Faden 30—75 wi +— 
jhe Sp ip Bs ee al aden (Stas ll 4+— 
Dir P ek >» -.«.. | Faden | 15—50 yu +— 
Ay, ees ; .... | Kurzketten 10 « + 
ean sf 35 fee seer Kurzketten 2—7 + 
oh ty Ap = ... . | Kurzketten 2—7 bu + 
UZ, * 33 ie ee Langstabchen a a aay Te 
PED BS + ... . | Langstaibchen | 2 ++ 


stimmten Voraussetzungen alleinige Hemmung der Teilung erfolgt, wahrend das 
Langenwachstum unbeeinfluft bleibt. Im Laufe der Bakterienentwicklung adap- 
tiert sich der fiir die Teilung verantwortliche Faktor (ein Enzymsystem) an 
das ungewohnte Medium und das Gleichgewicht Teilung: Wachstum wird wieder 
hergestellt, mit dem Resultat des Kettenzerfalls. 

Diese Hypothese kann aber fiir Bact. prodigiosum nur begrenzt Anwendung 
finden, da eine allmahliche Adaptation der Kulturen durch Uberimpfen an 
Salznihrbéden nicht beachtet wurde. Auch von HINSHELWOOD werden derartige 
Versuche nur vereinzelt beschrieben. Deshalb scheint der Begriff Adaptation 
im Sinne einer Wiederbelebung des Teilungsfaktors nicht ganz gerechtfertigt 
zu sein, denn sonst miiBten die gleichen Kulturen beim Uberimpfen auf Salz- 
nahrbéden entweder normal wachsen oder zumindest mit verringerter Inku- 
bation oder beschleunigtem Kettenzerfall. 
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Zwei hypothetische Erklarungsméglichkeiten kénnten fiir diese Tat- 
sache Geltung finden: 1. Die Bakterienzelle wird in den ersten Entwick- 
lungsstunden durch Stoffwechsel und Teilung derart beansprucht, daB 
sie nicht vermag, zusitzlich Abwehrmafnahmen gegen die Salzeinwir- 
kung auszufiihren (eventuell durch Bildung oder Aktivierung eines 
Stoffes, der einer Kettenbildung entgegenwirkt). 2. Die Kettenbildung 
ist pu-abhangig; es wurde ja oben erwahnt, daB sie durch saure Re- 
aktionen gehemmt wird. 

Im ersten Fall miiBte in alten Normalkulturen der angenommene 
Antikettenstoff angereichert sein (wie v. DENFFER bei alternden Dia- 
tomeen-Kulturen einen Teilungshemmstoff nachweisen konnte) und, 
isoliert, jungen Salzkulturen zugesetzt werden kénnen. Theoretisch 
diirften dann keine Ketten bei Salzkulturen entstehen. Umgekehrt miiBte 
in Salzkulturen ein typischer, die Kettenbildung begiinstigender Stoff 
ausgebildet und angereichert sein, und ein Konzentrat bakterienfreier 1 
alterer Salzlésung miiBte, Normalkulturen zugesetzt, die Kettenbildung 
fordern. Beide Moglichkeiten wurden untersucht. Die Versuche verliefen 
jedoch negativ. 

Man konnte weiterhin annehmen, da8 Kulturfliissigkeiten typischer 
Kettenbildner (als: Prototyp wurde Bac. mycoides verwandt) eine die 
Kettenbildung begiinstigende Substanz enthalten. Aber weder in bak- 

erienfreiem M ycoidesfiltrat noch in durch Dialysemembran getrennten 
Doppelkulturen von Bac. mycoides und Bact. prodigiosum konnte bei 
letzterem ein Kettenwachstum (auch kein Fadenwachstum) festgestellt 
werden; die Kulturen zeigten keine Abweichung von der Normalkultur. 

Die zweite Hypothese, die Vermutung einer px-Abhangigkeit der 
Kettenbildung, stand mit den Versuchsergebnissen in befriedigenderem 
Einklang. Der px-Wert einer ungepufferten Normalkultur fallt im Laufe 
der ersten 24 Std von 7,2 auf 5,2. Dabei andert er sich in den ersten 
7 Std nicht und sinkt dann innerhalb 18 Std auf seinen Endwert ab. 
Die Fadenlange nimmt aber nach 2—7 Std bereits betrachtlich ab, bevo’ 
also ein meBbarer pxu-Abfall der Kulturlésung aufgetreten ist. Die Ver- 
mutung liegt nahe, daB schon 2 Std nach der Beimpfung innerhal) 
der Bakterienzelle, stoffwechselphysiologisch bedingt, eine pa-Anderuns 
stattfindet, durch welche die Teilungs- und Wachstumsvorgange bereits 
beeinfluBt werden. 

Es sei an dieser Stelle auf eine Literaturangabe von SCHARDINGER 
verwiesen, der einen Kettenzerfall in salzsaurer Lésung beschreibt. Es 
ist mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daf auch der Ketten- 
zerfall bei Prodigiosumkulturen nach 1—3 Tagen Kulturdauer auf dem 
Absinken des pua-Wertes beruht. Der Zeitpunkt des Kettenzerfalls ist 


1 Keimfreie Filtration durch Membranfilter. 
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von dem angewendeten Salz und seiner Konzentration abhangig, denn 
verstindlicherweise geht in Salzmedien die Bakterienentwicklung und 
damit der py-Abfall langsamer vonstatten (Tab. 9). 


Tabelle 9. Abhdngigkeit des Kettenzerfalls vom py-Wert der Nahrlésung. 


EEE EEE USES 
Pa-Wert nich 


mol / Liter Kettenzerfall nach 
palamalee 12 Std | 24 Sta | 36 Std | 48 Sid 
Cs,SO, 0,010. . 6,0 5,5 5,3 iy 24 Std 
Cs,SO, 0,020. . 6,8 5,8 5,2 52 36 Std 
KNO,0)3 7. 2% 5,8 5,8 5,8 5,8 7 Tagen (px = 5,2) 
NaNO; 033°. 6,9 6,5 6,3 6,1 7 Tagen (pH = 5,2) 
Salzfr. Kontrolle 5,7 | 5,2 5,2 5,2 — 


Werden Prodigiosumkulturen, die in salzhaltigen Medien in Ketten 
gewachsen sind, auf normalen Dextroseagar zuriickgeimpft, so bilden 
sie wieder Kurzstibchen aus. Es wurde daraufhin untersucht, ob es 
méglich ist, Kulturen zu erzielen, die sowohl auf normalem Dextroseagar 
als auch bei bestimmter Salzkonzentration in der gleichen Form wachsen. 
Hierfiir waren zunichst 2 Moéglichkeiten gegeben, die beide untersucht 
wurden. 1. Durch stufenweise Adaptation an langsam ansteigende Salz- 
konzentrationen sollten Stamme entstehen, die stets die Stabchenform 
beibehielten. 2. Bakterienkulturen wurden tiber zahlreiche Generationen 
stets auf salzhaltigen Nahrbdden in Faden gehalten, in der Hoffnung, 
sie wurden durch Gewdhnung an dieses Medium die Fahigkeit, auf 
normalem Agar wieder Stabchen zu bilden, verlieren. 

Beide Versuche erstreckten sich tiber einen Zeitraum von 20 Monaten. 
Sie blieben jedoch vollig erfolglos in dem Sinn, daf es nicht gelang, Stimme 
zu erhalten, die sowohl in Salzmedien als auch auf normalem Agar die 
gleiche Form auszubilden vermégen. 

Parallel mit der Wachstums- und Teilungshemmung verliuft eine 
allgemeine Herabsetzung der Vitalitaét und damit verbunden eine Ver- 
minderung der Farbstoffbildung und eine Steigerung der Schleim- 
produktion. Mit sehr geringen Ausnahmen (KBr, KNO;, NaNO,) sind 
alle durch Salzzusiitze erzielten Faden- und Kettenkulturen weiB oder 
héchstens mattrosa gefairbt, und man erhilt analog den verschiedensten 
Ubergangsformen vom Kokkenstiibchen zur Kurzkette alle Zwischen- 
stufen von ziegelrot iiber rosa nach wei. Eine bestimmte Zellform ist 
dabei nicht gleichzusetzen mit einem besonderen Farbton, sondern jedes 
Salz wirkt einmal auf die Form, zum andern auf die Farbe spezifisch. 

Die Schleimbildung steigt mit der Konzentration der zugesetzten Salze 
an. Sicher ist die Schleimhiille nicht bedeutungslos fiir den spiteren 
Zerfall, und es ist leicht einzusehen, daB ein betrichtlicher Energie- 
aufwand nétig wird, um bei der Teilung den Widerstand der viscosen 
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Schleimschicht zu tiberwinden. Die Ausbildung einer Schleimschicht 
bedingt vielleicht ferner die auBerordentlich gestreckte Form der langen 
Faden, wie sie z. B. bei Zusitzen von Cs,SO, vorliegen. 

Salzkulturen sind ausnahmslos unbeweglich, nur bei ganz geringen 
Salzzugaben wird der GeiBelapparat nicht geschidigt. Der Hemmungs- 
grad ist abhangig von der chemischen Eigenart des angewandten Salzes, 
und man kann fiir den speziellen Fall bei Bact. prodigiosum eine der 
Hofmeisterschen Reihe verwandte Hemmungsreihe fiir den GeiBel- 
apparat aufstellen, wie sie von WEINLAND fiir die Flimmerepithel- 
bewegung in der Rachenschleimhaut des Frosches gefunden wurde: 


Anionen: SO,< Tartrat < Cl < NO, < Br 
zunehmende schadigende Wirkung 


> 


Kationen: K < Na, Rb < NH, < Li< Cs 
zunehmende schidigende Wirkung 


- 


Zusammenfassung. 


Zusatze von Salzen der verschiedensten Kationen und Anionen fiihren 
bei Bacterium prodigiosum zur Ausbildung von normalen Einzelzellen 
oder mehr oder weniger langen Ketten und Faden. Die Ausbildung der 
jeweiligen Form richtet sich nach der Stellung des Kations oder Anions 
in der Quellungsreihe; je starker quellend das betreffende Ion wirkt, 
um so starker tritt iiber die Kettenform die Fadenform in Erscheinung: 


entquellend < > quellend 
Kokken Ketten Faden 


Kombination der IJonen bzw. ihrer Salze fiihrt entweder zu einer 
Additivwirkung oder zu einer antagonistischen Wirkung. 

Die Zugabe eines Salzes bleibt wirkungslos, wenn es spater als 8 Std 
nach Beimpfung der Kultur zugegeben wird. Ursache ist die dann ein- 
setzende Sadurebildung, entsprechend der den Zerfall der Ketten be- 
giinstigenden Wirkung der Wasserstoffionen. 

Fir die Kettenlange ist ein bestimmtes Kohlenstoff/Stickstoff- 
Verhaltnis maBgebend; die Ketten- bzw. Fadenbildung auslésendc 
Salzmenge kann jedoch durch dieses Verhiltnis nicht beeinfluBt werden. 

Abnlich verhielten sich Psewdomonas fluorescens und, etwas abge- 
schwicht, Bacterium coli. Bacillus mesentericus zeigte nur in bestimmten 
Fallen entsprechende Reaktion, jedoch — im Gegensatz zum Verhalten 
der iibrigen Bakterien — Ausbildung von Faden bei Zusatz von Lithium- 
salzen. 

Bacillus subtilis und ein Proactinomycet zeigten keinerlei BeeinfluB- 
barkeit. Auch Bacillus mycoides reagierte im allgemeinen nicht, doch 
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gelang es bei ihm, durch dauernde Uberimpfung 3 Wochen alter Kulturen 
auf Nahrboden mit hohem Dextrosegehalt, Wachstum in Einzelzellen 


zu erzielen. 
Versuche, teilungsfordernde oder teilungshemmende Stoffe in Bak- 


terienkulturen nachzuweisen, verliefen negativ. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Géttingen.) 


Oxalsdure als Kohlenstoffquelle fiir Mikroorganismen*. 


Von 
HANNELORE MULLER. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 20. Mai 1949.) 


Oxalsaure ist bei héheren und niederen Pflanzen eines der am haufig- 
sten gebildeten Stoffwechselprodukte; ihre Verarbeitung muB in der 
Natur eine nicht unwichtige Rolle spielen. Da aber andererseits die Saure 
bzw. oxalsaure Salze stark giftig wirken, so ist zu erwarten, daB fiir diese 
Verarbeitung besondere Spezialisten in Frage kommen. Die bisher vor- 
liegenden Erfahrungen sind wenig umfangreich. Sieht man von ver- 
einzelten Angaben ab, die spaiter noch zu erwahnen sein werden, sowie 
von der Tatsache, daB ein enzymatischer Abbau der Oxalsaure ver- 
schiedentlich bei Organismen festgestellt wurde (einige Literatur bei 
Norp-WEIDENHAGEN), so liegt nur eine eingehendere Arbeit von Bassa- 
LIK vor, der 1913 ein mit blutrotem Farbstoff wachsendes Bakterium, 
Bacillus extorquens, aus Regenwurmexkrementen und Boden isolierte, 
das ein ausgesprochener Oxalsaurezersetzer sein soll. Die eigenen Unter- 
suchungen knipften an eine Beobachtung von W. FiscHER an, wonach 
bei anscheinend reinen Kulturen von Azotobacter chroococcwm in einer 
Natriumoxalat enthaltenden Losung (in der Azotobacter abstirbt) ein 
gegen Oxalsdure resistenter Organismus aufgefunden wurde, dessen 
weiteres Verhalten gegen Oxalsaure aber nicht untersucht wurde. 


Methode der Isolierung. 


Als Nahrlésung zur Isolierung wurde folgende, Natriumoxalat als einzige Kohlen- 
stoffquelle enthaltende, verwendet: Natriumoxalat 1,0%, KNO, 0,3%, K,HPO, 
0,1%, MgSO, 0,05%, FeSO, 0,005%. pu-Wert 7,2. In einem Reagensglas wurden 
7 cm® mit den verschiedensten, in Tab. 1 angegebenen Proben aus Boden, Wasser 
usw. geimpft. In allen, mit Ausnahme von Leitungswasser, war bereits nach 24 Std 
eine Triibung zu erkennen; spater bildete sich ein Bodensatz. Durch wiederholtes 
Uberimpfen 48 Std alter Kulturen, die in gleicher Weise wuchsen, wurde die Roh- 
kultur weiter gereinigt, und schlieBlich wurde auf Schragréhrchen mit 1,5% Agar, 
0,6% Pepton, 0,8% Probacit (der Maggi-Werke), 0,5% Glykose tbergeimpft. 
Spater wurde, was sich als vorteilhaft erwies, die Glykose durch Glycerin ersetzt. 
Diese Kulturen wuchsen gut mit schmutzig weiBer bis gelblicher Farbe (soweit 
spater nicht anders angegeben ist). Die Priifung auf Oxalsaure zeigte in allen 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation, Gittingen, mathematisch-natur- 
wissenschaftliche Fakultat, 1949. 


138 


HANNELORE MULLER: 


Fliissigkeitskulturen mit Natriumoxalat als einziger Kohlenstoffquelle, wie oben 
angegeben, sowohl in Rohkulturen wie in Uberimpfungen von den Agar-Schrag- 
rohrchen den Verbrauch des Oxalats an. 

Quantitativ wurde das Oxalat in bekannter Weise durch Fallung mit Chlor- 
calcium und Titration mit Kaliumpermanganat bestimmt. 


Verbreitung. 


Wie Tab. 1 zeigt, sind die oxalsiurezersetzenden Mikroorganismen 
allgemein verbreitet und kommen auch im Wasser vor, in dem nach 
v. PLotuo Proaktinomyceten, um die es sich, wie noch auszufiihren sein wird, 


| Gartenerde, Institut 


Tabelle 1. Herkunft der Oxalsturezersetzer. 


Ortlichkeit 


oo) Ok ee ie 4 a ee ae 


Tabakteld; Tnistitat'?, 4 45) cee ee cake 
Komposterde, Institut 
Gartenerde; Institut Wee mice atreece | Siloenues ie 
Tiimpel im Hainberg,eutroph ....... 
Elbufer bei Hébeck, Kiefern/Heide 
Fichtenbestand bei Einbeck 

Gartenerde, Institut 


S Jeter otis ES veo eeeme 


9 Ti hide A oe RE Che CO 2a Oe Bet ere 
> RO poles BLS 6,58 DaT 6 ne 
Komposterde, Institut 


i a fe (on ate 


Gartenerde, Institut ...... 
Ackerboden, Kerstlingerode bei Gottingen . . 
Eichenwald, Umgebung von Gottingen 
Erlen-Kiefernbestand, Géttinger Wald 
Mischwald, Géttinger Wald .... 
Fichtenbestand, Einbecker Wald .... . 
Kahlschlag, Kinbecker Wald 

Kartoffelfeld, Einbeck . . . . . 
Hafer-Stoppelfeld, Einbeck 
Buchenwald, Hinbeck®. ........ 
Kiefernbestand, Hinbeck. . ........% 
Aus Azotobacter-Kultur nach FIscHER . 
Leinewasser, klar. ...... 

Klaranlage, Gottingen. . ... 

Leinewasser, maBig trib. . 2... 1 we. 
Leitungswasser, Géttingen. ....... 
Abwasser, Gottingen. . . . . . 
Leinewassenagndcinndse Yan einem danke 
Erde unter vermoderndem Baumstumpf . . 
Humose Erde aus Eichenstumpf 

Pansen eines Schafes 
Sohafjauchevielse?.} ae. werkes4. Wien “© 
Regenwassertonne 
Komposterde, Institut. .......... 
Institutskultur von Proactinomyces citreus . 


ue i) © 


S Fish Cah he 4 


oa thhoet te Viet 7s 


ee ee ee ee ea le Mee Tha 


| Farbe ces isolierten Stammes 


weib 
wei 
weiB, rot, gelb 
grau-weiB 
weiB, rot 
wei 
weibB 
weiB, rosa, gelb 
weil 
wei 
weib 
weib 
weib 
weib 
weib-blau, gelb, rot 
wei 
weib 
wei 
nach Isolierung eingegangen 
weil 
weiB, gelblich 
weil 
weiB, gelblich 
rot 
weib, blaB rosa 
weib, blaB rosa, gelb 
wei 
weiB, gelb 
weib, rosa, rot 
stark rosa, wei 
weiB, rosa 
weil 
weiB, rosa 
weib, gelb 
weiB, gelb 
weiB, rot 
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handelt, nicht vorkommen sollen, wihrend KrassitnrKov diese Gruppe 
in Wolgawasser feststellte. Die Jahreszeit hatte auf das Vorkommen 
keinen Kinflu8. Bemerkenswert erscheint die Isolierung aus dem Pansen 
eines Schafes. Bei Fiitterung mit stark oxalsiurehaltigem Material, 
etwa Ribenblattern, kann bekanntlich bei Wiederkauern Knochen- 
weiche auftreten. Ob der Organismus allerdings im Pansen an der Zer- 
storung der Oxalsaure beteiligt ist, kann hier nicht entschieden werden. 
Erwahnt sei in diesem Zusammenhange, da8 in eingesiuerten Riiben- 
blattern eine Zerst6rung von Oxalsiure festgestellt wurde. 


Die isolierten Mikroorganismen. 
Begleitorganismen: 


Keiner der isolierten Rohstiimme zeigte von Anfang an die blutrote, 
von BassALik beschriebene Farbe, obwohl dieses Bakterium im Boden 
verbreitet sein soll. Jedoch trat bei 4 Stémmen nach langerer Kultur- 
dauer auf Agar ein roter Organismus auf, der dann entweder sofort die 
ganze Flache blutrot tiberzog oder mit kleinen roten Zonen an der Grenze 
der Impfflache erschien. WeiSe und rote Stimme lieBen sich daraus iso- 
liert herausztichten und blieben konstant. Es handelt sich zweifellos 
um den von BassaLixk beschriebenen Organismus, zumal dieser Autor 
angibt, daB seine Kulturen erst schmutzig gelblich bis gelbrotlich 
wuchsen und erst allmahlich in den blutroten Zustand tibergingen. In 
25 em? der oben erwaihnten Oxalsiurenahrlosung in 100cm? ERLENMEYER- 
kélbchen zeigte der rote Stamm jedoch keinerlei Entwicklung und keine 
Zersetzung der Oxalsdure, im Gegensatz zu dem weifen Stamm, der 
vollstandig abbaute. Es kann sich bei dem roten Organismus also nicht 
um einen Oxalsiurezersetzer handeln. Besondere Versuche zeigten, daB 
der rote Organismus sich langsamer entwickelte als der weifBe und auf 
Agar etwa 3 Tage spiter erschien als dieser. Es ist also das Vorhanden- 
sein des roten Organismus in einer weiBen Kultur von Anfang an nicht 
ohne weiteres zu erkennen. 

Wie hartnackig das Weiterschleppen des roten Organismus sein kann, 
zeigte sich an einem einige Jahre im Institut gefiihrten Stamm von 
Proactinomyces citreus, bei dem ebenfalls, nach Jahren also, der rote 
Organismus zum Vorschein kam. 

Der Farbstoff des roten Organismus ist, bei Ausschiitteln der Agar- 
kultur, unléslich in Wasser, léslich in Chloroform (gelb-orange), Methanol 
(gelb-rosa), Ather (gelb), Benzol (gelb in auffallendem, gelb-rosa in 
durchfallendem Licht), Aceton (gelb-orange). Morphologisch und far- 
berisch zeigte sich, von der Farbstoffbildung und dem Fehlen der Oxal- 
sdurezersetzung abgesehen, keine wesentliche Verschiedenheit von den 


weiBen Stéammen. 
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Weiter traten in 9 Fallen gelbe Stéimme auf. Auch dieser Organismus 
tritt erst spater in der weiBen Kultur hervor und wachst langsamer als 
diese. Die gelben Stamme greifen Oxalsiure ebenfalls nicht an, verhalten 
sich aber morphologisch wie die weifen. 

In 7 Fiillen erschienen neben den weiBen Stémmen solche von rosa 
Farbe, die ebenso schnell wachsen wie die weiBen Staémme, wie diese 
Oxalsiure zersetzen und ihnen morphologisch und farberisch gleichen. 
Die rosa Farbe nahm jedoch, bis auf einen Stamm, im Laufe der Zeit 
bei den wiederholten Uberimpfungen ab; diese Stémme zeigten dann 
eine einheitliche weife Farbe. Eine Verunreinigung lag hier offenbar 
nicht vor, da sich bei zahlreichen Plattenisolierungen, im Gegensatz zu 
den roten Stammen, stets ein einheitliches Bild ergab. 

Endlich wurde versucht, die, wie eingangs erwahnt, in Azotobacter- 
Kulturen von W. Fiscuer auftretenden Bakterien zu isolieren. Es han- 
delte sich dabei um einen anfangs mit gelblich-rostiger, nach 6fterem 
Uberimpfen mit krebsroter Farbe wachsenden Organismus, der morpho- 
logisch in die Gruppe der weifen Stamme gehérte, aber keine Oxal- 
sdure zersetzt. Er zeichnet sich also lediglich durch Resistenz gegen 
Oxalsiure aus. 


Die weiBen Stimme. 


Proactinomyces citreus-Gruppe. Das Hauptaugenmerk wurde auf die 
weiBen Oxalsdurezersetzer gerichtet. Das zunichst verwirrende mor- 
phologische Bild zeigte bei stiindlicher, tagelang durchgefiihrter mikro- 
skopischer Kontrolle mit dem charakteristischen, aber zu bestimmten 
Zeiten ziemlich konstanten Wechsel der Formen ganz das Bild eines 
Proaktinomyceten, der zweifellos in die Gruppe des Proactinomyces 
citreus gehort. Auch diese Art, die an einem Institutsstamm vergleichend 
untersucht wurde, zersetzt Oxalsiure, entgegen der Angabe von 
v. PLOTHO. 

Die Kolonien sind von cremeartiger Beschaffenheit. In Oxalatnahr- 
lésung ist der Boden des Kélbchens nach 2 Tagen mit einer diinnen 
Schleimschicht bedeckt, die sich spiiter zu einem dicken, ziehenden, — 
weiBlichen oder gelblichen Bodensatz ausbildet. 

Das morphologische Bild ist, zeitlich gesehen, nicht immer ganz 
einheitlich, selbst nicht bei dem gleichen Stamm. Zu Beginn der Ent- 
wicklung (auf Glycerinagar) treten meist Stiaibchen von verschiedener 
Lange, bis zu 12,5 uw, auf, zum Teil winklig gelagert und teilweise mit 
deutlichen Verzweigungen (Abb. 1 und 2). Im Verlaufe einiger Tage 
vollzieht sich, nachdem oft schon frither Kokken oder Kokkenstabchen 
mit ein- oder beiderseitiger Polverdickung vorhanden waren, ein Form- 
wechsel zu ausgesprochenen Kokken, Einzelkokken oder Diplokokken— 
(Abb. 3). Doch kann immer noch ein polymorpher Zustand vorhanden 
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sein mit allen Ubergaingen zwischen Kokken und langen Stibchen. 
Auf neuem Nihrboden wachst der Einzelkokkus zu einem Stibchen 
aus, wahrend bei Diplokokken die beiden Pole gewissermafen ausein- 
anderriicken und so ein Stabchen entsteht. 

Auf Glykose- und Glycerinagar und in fliissiger Glykosel6sung sind 
die Zellen etwa gleich groB ; in Oxalatnahrlosung sind die Zelldimensionen 
etwas geringer. Der Organis- 
mus ist unbeweglich und aerob. 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Proactinomyces-Stamm 36. 30 Std alte Kultur auf Glycerinagar. VergréBerung 648 mal. 
Abb. 2. Proactinomyces-Stamm 36. Wie Abb. 1. VergréBerung 1080 mal. 


Alle Stémme verschiedenen Alters erwiesen sich als grampositiv, 
was mit den Angaben von GRAY und THORNTON, JENSEN sowie KRASSIL- 
nikov fiir Proaktinomyceten tibereinstimmt, wahrend v. PLoruo fiir die 
gelben bis graugriinen Stamme diese Eigenschaft erst bei dem Auftreten 
der ,, Dauerformen“ angibt. — Die Mehrzahl der Stémme war saurefest, 
doch nicht alle mit gleicher Intensitat. 
Insbesondere erwiesen sich die kon- 
densierten Plasmazonen (Pole!) als 
auBerst resistent gegen die Entfarbung 
(vgl. v. PLorHo, ferner LominskI fiir 
Tuberkelbakterien). — Von Inhalt- 
stoffen konnten bei Glycerinagar- 
Kulturen Iogen, Glykogen und Fett 
nicht nachgewiesen werden, jedoch 
iiberall Volutin, hauptsachlich in den 
plasmakondensierten Polen. 

Als bemerkenswerte Besonderheiten Abb. 3. Proactinomyces-Stamm 40, Perl- 

6 a : schnurartiges Endstadium. Vergréferung 
seien noch folgende erwahnt: Bei iainal 
2 Stimmen (9 und 33) trat auf Gly- 
cerinagar im Verlaufe des Wachstums Braunung des Agars auf. Mit 
Wasser lieB sich ein Farbstoff von hell goldgelber Farbe ausschiitteln ; 
die Reaktion war alkalisch. 

Noch merkwiirdiger verhielt sich der Stamm 6, der zunichst, etwa 
¥ Jahr, mit sauberer weiBer Farbe wuchs, die dann plétzlich in kraftiges 
Tintenblau iiberging. Der Farbstoff wird in das Substrat ausgeschieden 
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und kann aus ihm mit Wasser extrahiert werden; bei Zusatz von Saure 
schligt der Farbstoff in Rot um. Es erscheint méglich, daB es sich um 
den gleichen Organismus handelt, wie ihn BEIJERINCK, HANNE u.a. 
gefunden haben; ob der Farbstoff mit dem von BRocKMANN bei einem 
Aktinomyceten untersuchten identisch ist, kann nicht gesagt werden. 
Auch hier schien es sich nicht um eine Verunreinigung zu handeln; die 
blaue Farbe verschwand spiiter wieder bei einzelnen Uberimpfungen 
in verschieden starkem Grade. 


Physiologische Eigenschaften der Oxalsdurezersetzer. 
Einflu8 von Temperatur und px-Wert. 

Das Optimum der Oxalsiurezersetzung liegt bei etwa 34°C. Auf- 
fallend ist der schnelle Leistungsabfall bei Senkung der Temperatur, 
wie» Tab. 2 zeigt. Alle Stémme vertragen 5min Erwarmen auf 60° C; 
bei 65° C sterben sie nach I min ab. Nur Stamm /6 ist etwas resistenter ; 
er vertrigt Erwiirmen auf 75°C 1 min lang. 


Tabelle 2. Temperatur und Oxalsdurezersetzung. 


Oxalsiiure abgeb:ut in % nach Tagen 
Temperatur ° C = as ee = 
2 | 3 5 
23 6,8 14,4 38,7 
26 15,0 30,5 80,8 
27 20,8 | 44,0 100,0 
28 33,8 70,8 100,0 
31 40,5 | — 100,0 
34 47,4 | 84,0 100,0 


Infolge des Freiwerdens des Kations wird die Nihrlésung bei dem 
Abbau der Oxalsiure alkalisch (Tab. 3). Alle diese Angaben beziehen 
sich auf Natriumoxalat, da besondere Versuche ergeben hatten, daB 
Kalium- und Ammoniumoxalat sich vd6llig gleich verhielten. Unter 
pu 6,5 tritt weder Organismenentwicklung noch Oxalsiurezersetzung 
auf. Das Optimum liegt fast genau bei px 7,0. Doch entwickeln sich die 
Organismen weit in den alkalischen Bereich hinein, wenn auch etwas 
schwicher. So war beim Anfangs-px 8,5 nach 4 Tagen 50° der Oxal- 
siiure abgebaut gegen 70% beim Anfangs-px 7,0. Wie Tab. 3 zeigt, geht 
die Oxalsiurezersetzung noch weiter, wenn der px-Wert durch das 
freiwerdende Kation auf iiber 9 gestiegen ist. 


Anorganische und organische Stickstoffquellen. 


Es wurden die in Tab. 3 angegebenen anorganischen N-Quellen (je 
0,15% in der oben genannten Natriumoxalat-Nihrlésung) gepriift, 
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von denen, wie man sieht, nach der Schnelligkeit des Abbaus der Oxal- 
saure Kaliumnitrat am besten wirkt, dann in abgestufter Reihenfolge 
Ammoniumnitrat, Ammoniumsulfat, Ammoniumphosphat, Ammonium- 
chlorid. Dabei ist, wie man sieht, der pu-Wert nicht entscheidend, der 
sich infolge des starken Baseniiberschusses aus dem Natriumoxalat 


Tabelle 3. Anorganische N-Quellen fiir Oxalsturezersetzer. 


Trockengewicht in % Oxalsiure zersetzt Day Wert bei 

N-Quelle mg je Kélbchen mit > 
25 em® Nihrlésung 50% 100% 50% 100% 

nach Tagen | 
Kaliumnitrat . . .! 14.10 + 1,50 4 Siuien 9% 10,2 
Ammoniumnitrat . 8,75 + 1,25 6 8 9,7 10,2 
Ammoniumsulfat. . 15,15 + 0,85 6,7 10 9,4 10,2 
Ammoniumphosphat |} 10,05 + 2,55 Hee 10 9,2 10,2 
Ammoniumehlorid . 9,80 -- 0,70 8,4 >10 9,4 10,2 


ganz gleichmaBig andert und schlieBlich bis zu 10,2 ansteigt, was gleich- 
zeitig die auBerordentliche Resistenz gegen alkalische Reaktion anzeigt. 
Da’ Ammoniumchlorid am schlechtesten wirkt, entspricht den all- 
gemeinen Erfahrungen. Wie Tab.3 weiter zeigt, gehen jedoch die 
Trockengewichte (bestimmt nach 100°,igem Verbrauch der Oxalsaure) 
dem Oxalatabbau nicht parallel, was namentlich beim Vergleich von 
Ammoniumnitrat mit Ammoniumsulfat oder Ammoniumchlorid deut- 
lich wird. Gleichzeitig zeigt die Tabelle, daB der Stickstoffkonzentra- 
tion keine besondere Bedeutung innerhalb weiter Grenzen zukommt. 


In einer 1% igen Oxalatnahrlésung war bei 0,15 und 0,3°% Nitrat aller 
Nitratstickstoff verschwunden, nicht aber bei 0,5°%. Da die gebildete 
Bakterienmasse 15 mg nicht iibersteigt, so 1aBt sich leicht errechnen, 
daB nicht alles Nitrat zu Korperstickstoff verarbeitet wird. 


Von organischen Stickstoffquellen wurden in der gleichen Natrium- 
oxalat-Nahrlésung Glykokoll, Alanin, Leucin, Asparaginsaéure, Asparagin 
gepriift, jeweils in einer dem Stickstoffgehalt einer 0,113% Glykokoll 
entsprechenden Menge. AuBer auf Asparagin wuchs keiner der ge- 
priiften 5 Staémme. Verainderung der Glykokollmenge auf 0,1 und 
0,5% war ebenfalls wirkungslos. Man mu8 danach annehmen, dai im 
Asparagin lediglich der Amidstickstoff verwertbar ist. Allerdings 
wuchsen die verschiedenen Stamme auf Asparagin sehr verschieden 
stark, wie Tab. 4 zeigt. Die Héhe des 6konomischen Koeffizienten, die 
fiir Oxalat und anorganische Stickstoffquellen zu 4,5 gefunden wurde 
(siche unten), zeigt, da das Asparagin nicht angegriffen war, nur die 
Verarbeitung des Oxalats vielleicht ein wenig begiinstigt wurde. Das 
geht auch aus dem kaum gestiegenen 6konomischen Koeffizienten her- 
vor, wenn 0,3 statt 0,1° Asparagin verwendet wurde. 
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Tabelle 4. Asparagin als Stickstoffquelle fiir Oxalsdéurezersetzer. 


Verbrauchte Trockengewicht Okonomischer 
Stamm N-Quelle Oxalsiiure mg mg Koeffizient 
9 | Asparagin 0,1% 250 12,55 | AE. .5,0 
9 % 0,3% 250 14,70 5,9 
29 . 0,1% 78,5 | nicht feststellbar ? 
29 44 Dison 204,6 8,45 4,0 


DaB die Aminosiuren bei Oxalsaéure als Kohlenstoffquelle nicht als 
Stickstoffquelle verwertet werden kénnen, hiangt vielleicht damit zu- 
sammen, daB die Oxydation der Oxalsiure von der oxydativen Des- 
aminierung der Aminosiure ablenkt, da beispielsweise Essigsaure eine 
gute Kohlenstoffquelle ist, also die Verwertbarkeit fiir Glykokoll zu 
erwarten ware. 


Kohlenstoffquellen. 
Natriumoxalat-Konzentration. Tab.5 zeigt die Verarbeitung 
verschiedener Oxalatmengen. Nach 21% Tagen liegt die absolut stirkste 
Verarbeitung bei 3,5°% Na-Oxalat. Sie geht aber nach 7 und 10 Tagen 


Tabelle 5. Zersetzwng verschiedener Oxalatmengen. 


Verbrauchtes Oxalat in mg nach Tagen, 


Zugesetztes in () Py Wert 
Qxalatin% |—— 


25 | 7.0 10 
0,5 | 19,2 (7,5) 125,0 (9,7) 
1,0 | 81,6 (8,9) | —-245,0. (10,0) 
2,0 | 83,2 (8,8) | 367,6 (10,0) 500,0 (10,0) 
3,0 | 158,4 (8,8) | 321,8  (10,0) 379,4 (10,0) 
3,5 | 260,1 (8,6) |  279,0 (10,0) 317,4 (10,0) 


25 cm® Nahrlésung in 100 em*® Kélbchen. Die unterstrichenen Zahlen bedeuten 
100 (oder fast 100)%igen Verbrauch. 


nur unwesentlich weiter. Da offenbar der px-Wert nicht entscheidend 
sein kann, so muB wohl eine Anhiiufung von Stoffwechselprodukten 
als der hemmende Faktor angenommen werden. Am 7. und 10. Tage— 
zeigt 2,0°% Oxalat die absolut stirkste Verarbeitung. Relativ ist sie 
natiirlich bei 0,5 und 1,0°% stiirker und schneller beendet. Jedenfalls 
ist erstaunlich, da ttberhaupt noch 3,5°%, Oxalat merklich angegriffen 
zu werden vermag. 

Von organischen Séiuren wurden noch Ameisensiure, Essigsiure, 
Citronensiure, Milchsiure, Brenztraubensiiure als Kohlenstoffquellen 
gepriift (Anfangs-px-Wert 7,0—7,4). Eine merkliche Entwicklung trat 
nur bei Essigsiiure ein, bei den iibrigen héchstens eine auBerst geringe 
Triibung oder auch, wie bei Milchsiiure, ein Sinken des px-Wertes (von 
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7,0 auf 5,7), was die Ursache der schlechten Verarbeitung sein kénnte. 
Bei Essigsiure stieg der pu-Wert auf 8,4, bei Oxalsdure auf 9,2. 
Glykose wird durch die Oxalsaurezersetzer ebenfalls verarbeitet, 
jedoch in verhaltnismaBig geringem Umfange, z. B. bei 4 Stammen mit 
je 2 Parallelen und 0,9% Glykose im Mittel zu 16,6°%. Der Grund hierfiir 
diirfte ebenfalls in der Sauerung des Substrates zu suchen sein. Der 
pu- Wert war trotz 0,5% Nitrat als Stickstoffquelle auf 5,5 abgesunken. 
Okonomischer Koeffizient. Es interessierte nun die Hiéhe des 
dkonomischen Koeffizienten fiir Glykose und Oxalsiiure. Leider sind 
sehr groBe Schwankungen festzustellen. Aus groéBeren Versuchsreihen 
wurden daher die Werte fiir 0,9%ige Glykoselésung beriicksichtigt, 
wobei das Wachstum am besten war (4 Stimme mit je 2 Parallelen und 
Proactinomyces citreus mit 2 Parallelen), fiir Oxalsiure 6 Werte bei 
100% igem Oxalatverbrauch (1°%ige Oxalatnahrlésung). Daraus er- 
gaben sich, wobei in () das Mittel aller Versuche hinzugesetzt ist, die 
folgenden Werte: 
dkonom. Koeff. fiir Glykose 20,9 (15,1) 
a sets Oxalsaure 5,3 ( 4,3) 


also ein Verhaltnis von rund 4:1. Kalorisch stehen Glykose und Oxal- 
sdure im Verhaltfris 5,5:1; man kann also annaihernd sagen, daB die 
6konomische Ausnitzung der beiden Stoffe etwa im Verhaltnis ihrer 
kalorischen Wertigkeit stehtt. 


Verwertung heterocyclischer C-N-Verbindungen. 


Da Proaktinomyceten befaihigt sind, heterocyclische Kohlenstoff- 
Stickstoffverbindungen zu verwerten (HORVATH, V. PLOTHO), so wurden 
solche Priifungen vorgenommen, zugleich mit einigen Institutsstammen 
und unter Hinzuziehung von Petroleum, das bekanntlich fiir Myko- 
bakterien eine ausgezeichnete Kohlenstoffquelle darstellt. Die Priifung 
geschah auf Agarplatten unter Zusatz von je 0,2% des betreffenden 
Stoffes, bei Petroleum (hier die Nahrlésung nach SOHNGEN mit Ammon- 
chlorid als N- Quelle) in Form von Dampfen aus einem danebenstehenden 
Schalchen. Die Nahrlésung enthielt 2% Agar, 0,1% K,HPO,, 0,04% 
MgS0O,, 0,004°% FeSO,. 

Das Ergebnis des Versuches zeigt Tab. 6. Von den weiSen und rosa 
Stimmen, also den Oxalsaiurezersetzern, wurden alle Stoffe gut ver- 
wertet; der blaue Stamm stand etwas zuriick, die roten und namentlich 


1 Wahrscheinlich ist der dkonomische Koeffizient in der Oxalatnahrlésung zu 
hoch, da infolge der Ammoniakbildung unldsliches Ammoniummagnesiumphosphat 
ausfallen muB, dessen zwar nur geringe Menge doch bei der ebenfalls geringen Menge 
an Trockensubstanz etwas ins Gewicht fallen kann. Ein Lésen in Saure erschien 
aber bedenklich wegen der Veranderungen, die dadurch an den Bakterien ein- 


treten k6nnten. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 10 
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die gelben fielen stark ab. Die Oxalsiurezersetzer vermégen also be- 
sonders gut heterocyclische C-N-Verbindungen anzugreifen. In der 
Tabelle ist unten noch jeweils der Institutsstamm angegeben, der auf 
die betreffende Verbindung nach v. PLotHo besonders eingestellt sein 
soll. Man sieht, daB die Oxalsiiurezersetzer durchweg an deren Leistung 
herankommen. 


Tabelle 6. Verwertung heterocyclischer C-N-Verbindungen durch Oxalséurezersetzer. 


Stamm-Nr. | ‘Pyridin Piperidin Nikotin Anilin | Petroleum 
38 (gelb) 7 > a as = 
40 (rot) +--+ = SS — | + 
26 (rot) apa + 4 a i 

6 (rot) ++ + + ++ ++ 
16 (blau) te ++ ++ we we 
36 (weiB) ++ +++ ++ ++ ++ 
33 (weiB) +++ +++ | aa 2 ar ae 2 

9 (weiB) +++ ++ oe a | ++ 
34 (rosa) +++ | +++ ++ Sa eo 
Instituts- ee eddy Ses Le oa 1s oe 
atamme Pr. ruber Pr.ruber | Pr. citreus Pr. ruber | Mycobact. 

| luteum 


— = kein Wachstum 
+— = sehr schwaches Wachstum 
+ bis +++ = maBiges bis sehr starkes Wachstum 


Kohlensaurebilanz der Oxalsiurezersetzung. 


Tab. 7 zeigt die Kohlensiurebilanz bei dem Abbau des Oxalats 
(Mittelwerte aus 2—4 Parallelen) nach verschieden langer Kulturdauer. 
Es geht daraus klar hervor, daB mit dem Abbau der Oxalsiure die 


Tabelle 7. Kohlenstiurebilanz der Oxalsiiurezersetzung. 


Zei Ausgeschiedene Verbrauchtes Oxalat, Verbrauchtes Oxalat, 
eit CO, mg mg, gefunden ; mg, aus CO, berechnet 
4 Std —_ 25,57 — 

1 Tag 8,0 53,44 12,2) Differenz 

2 Tage : 28,8 91,27 43,8] gegen 

Be oe 54,8 139,0 83,3>¢ vorige 

7 ee 89,5 188,2 136,0] Spalte rund 
cs ioe 116,3 215,4 176,8) 47 mg 

Y leas 152,5 239,9 231,8 


25 cm® Na-Oxalatnaihrlésung in 100er Kélbchen. 0,5% Nitrat. 


Kohlensaureentwicklung vollkommen parallel geht und zum Schlu8 
fast quantitativ ist. Daf’ nach 7 Tagen bei einigen Parallelen sogar 100% 
des Oxalats als CO, erschien (in der Tabelle im Mittelwert mit enthalten), 


a Pe nl 
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mu8 mit kleinen Versuchsfehlern zusammenhangen, da ja ein kleiner 
Teil des Oxalats als Mikroorganismensubstanz festgelegt ist. Das andert 
aber nichts an der Tatsache des quantitativen Umsatzes. 

Als Differenz der letzten gegen die vorletzte Spalte ergibt sich im 
Mittel rund 47,0 mg verbrauchtes Oxalat, das nicht als Kohlensaure 
erscheint. Das entspricht rund 13 mg C und, unter der Annahme von 
40% C in der Mikroorganismentrockenmasse, einem Trockengewicht 
von 32,5 mg. Da aber bei diesem Versuch maximal nur rund 11,3 mg 
Trockensubstanz im Héchstfalle gefunden wurden, so wiirde die Diffe- 
renz auf ein Zwischenprodukt hinweisen. Nahere Untersuchungen dariiber 
wurden nicht angestellt. 


Oxalsdurezersetzung durch andere Mikroorganismen. 


3 Institutsstimme, Proactinomyces ruber, citreus, flavus, zeigten in Oxalsaure- 
nahrlésung Entwicklung; sie war am besten bei Pr. citreus, zu dessen Gruppe ja 
auch die isolierten Oxalsaéurezersetzer gestellt wurden. 

Mycobacterium testudinis, lutewm, lacticola, phlei, siliaceum, eos (Stamm 18) 
und 13 verschiedene Stéimme von Actinomyces entwickelten sich auf Oxalsiure- 
nahrlosung nicht. 

Bactervum coli, Pseudomonas fluorescens und pyocyaneus entwickelten sich darin 
ebenfalls nicht. Hinsichtlich Ps. fluorescens widerspricht das den Angaben von 
BRAUN u. CauN-BRONNER (vgl. auch SCHOLDER u. LINSTROM). 

Endlich interessierte, ob Schimmelpilze, die ja zum Teil kraftig Oxalsdure bilden 
und diese auch, wie aus alten Angaben von WEHMER (weitere positive Angaben bei 
Brcuamp, Hamapa, Curzaszc) hervorgeht, spiter wieder verbrauchen, sich mit 
Oxalat als einziger Kohlenstoffquelle von der Spore aus entwickeln kénnen. Weder 
von Aspergillus niger (Stamm Hdendorf; bei px 2,9, 4,0, 5,9, 7,0) noch bei einem 
aus Erde isolierten Penicillawm wurde Oxalat zersetzt; es kam nur zu einem ktim- 
merlichen Auskeimen. Die Entwicklung war bei Zusatz von Pepton etwas besser, 
aber auch dann trat keine Oxalatzersetzung ein. 

Anders verhielten sich fertige Pilzdecken. Zwar konnte mit Aspergillus niger, 
Stamm Prag, einem kraftigen Oxalsaurebildner, kein Oxalsiureverbrauch festgestellt 
werden, jedoch mit Aspergillus oryzae unter Umstanden ein 100%iger Verbrauch. 
Auch dieser Pilz vermochte jedoch nicht, auf Oxalatnihrlosung anzuwachsen. 
Wenn diese wenigen Versuche auch nichts tiber die Eigenschaften aller Arten und 
Stamme aussagen kénnen, so geht doch soviel daraus hervor, dafs die Fabigkeit 
zur Verwertung der Oxalsdure bei Schimmelpilzen, insbesondere Aspergillus niger, 
nicht so ausgepragt ist, daB sie allgemein als typische Oxalsaurezersetzer betrachtet 
werden diirften. 

Nachtrag bei der Korrektur: Nach Abschlu8 der vorliegenden Arbeit erhielt ich 
Kenntnis von der Veréffentlichung J. V. Baar und H. A. Barker (J. Bacteriology 
55, 359, 1948). Es wird dort die neue Art Vibrio owaliticus (aus Bodenproben isoliert) 
beschrieben als typischer Oxalsaurezersetzer. Von meinen Organismen unterscheidet 
sich dieses Bakterium physiologisch unter anderem stark dadurch, da8B es nur in 
verdiinnten Oxalat-Lisungen zu wachsen vermag (bis 0,4% Na-Oxalat), ferner 
dadurch, da8 es Brenztraubensaure verarbeiten kann. Daf wir nicht den gleichen 
Organismus auffanden, liegt wohl daran, da ich die Anreicherungskulturen mit 
starkerer Oxalatlisung (1% gegentiber 0,1% bei den oben genannten Autoren) 


gewann. 
10* 
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Zusammenfassung und Riickblick. 


Aus den verschiedenartigsten Boden, Wasser und Schafpansen konnten 
oxalsiurezersetzende Mikroorganismen isoliert werden, die zur Gruppe 
des Proactinomyces citreus zu stellen sind. Sie zersetzen quantitativ 
oxalsaure Salze (als einzige Kohlenstoffquelle) bei aeroben Bedingungen 
unter Bildung von Kohlensiure. Im Vergleich zu Zucker ist die 6kono- 
mische Ausniitzung etwa proportional dem kalorischen Wert der Kohlen- 
stoffquelle. 

Haufig finden sich schwer zu beseitigende gefarbte Begleitbakterien, 
unter denen eine rot wachsende Form wahrscheinlich identisch ist mit 
BassaLiks Bacillus extorquens; sie hat jedoch nicht die Fahigkeit zur 
Oxalsdurezersetzung. 


Schimmelpilze vermogen jedenfalls nicht allgemein, mit Oxalsaure als 
einziger Kohlenstoffquelle, anzuwachsen; doch bauen fertige Pilzdecken 
unter Umstinden Oxalsiure ab. 

Mit der Fahigkeit zur Oxalsiurezersetzung hat sich fiir Proaktino- 
myceten eine weitere Eigenschaft ergeben, die ebenso wie der Abbau 
heterocyclischer Kohlenstoff-Stickstoffverbindungen (HoRvaTH, VON 
PiLotHo) und von humusartigen Stoffen (KtstTeR) charakteristisch ist 
fiir diese Mikroorganismengruppe resistenten oder giftigen organischen 
Stoffen gegeniiber. Damit ist ein weiterer Hinweis dafiir gegeben, daB 
die Proactinomyceten ein wesentlicher Bestandteil der autochthonen 
Mikroflora des Bodens sind, wie diesbeziigliche Versuche von Hopr 
ergeben hatten. 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Universitat Bonn.) 


Eine mikrobiologische Methode zum Nachweis 
von Samen- und Wurzelausscheidungen. 


Von 
BERND STILLE. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 3. Juni 1949.) 


Durch Untersuchungen von GAssNER und Mitarbeitern ist bekannt, 
daB keimende Samen organische Substanzen — insbesondere lésliche 
N-Verbindungen — in das umgebende Keimbett ausscheiden. Auch die 
neueren Arbeiten tiber die Rhizosphire fiihrten zu der Annahme, daf 
junge intakte Wurzelhiirchen aktiv Stoffe absondern, die in extrem 
nahrstoffarmem Milieu tiberhaupt erst die Ausbildung einer Mikroflora 
der Rhizosphare erméglichen (STILLE, Trmonty). Da es sich bei diesen 
Exkretstoffen durchweg um kleinste Mengen und meist nur um schwachste 
Konzentrationen handelt, ist ihr Nachweis mit Hilfe chemischer Metho- 
den nicht nur schwierig, sondern diirfte in vielen Fallen auf diese Weise 
mit den uns bis heute zur Verfiigung stehenden Mitteln kaum zu er- 
bringen sein. 

Die Entwicklung und die Wachstumsstiirke von Mikroorganismen zeigen eine 
deutliche Beziehung zu der Menge der ihnen dargebotenen lebenswichtigen Nahr- 
und Wirkstoffe. Auf diese Tatsache griinden sich denn auch die Nixxassche 
Aspergillus niger-Methode (NrKuas) zur Ermittlung des Gehaltes der Boden an 
leicht aufnehmbaren Pflanzennahrstoffen und der von SCHOPFER entwickelte Test 
auf Vitamin B, durch Phycomyces Blakesleeanus und die zahlreichen Teste auf 
sonstige Wirkstoffe mit den verschiedensten Mikroorganismen. 

Im Rahmen einer laufenden Untersuchung, die sich mit der Stoff- 
ausscheidung keimender Samen verschiedener Pflanzenarten und der 
Mikroflora des Keimbettes beschaftigt, ergab sich die Notwendigkeit, 
kleinste Mengen derartiger Substanzen, und zwar méglichst unverdtnnt, 
an Ort und Stelle nachzuweisen. Dabei zeigte sich ein Verfahren als 
besonders brauchbar, das wegen seiner einfachen Handhabung und 
insbesondere, da es sich leicht von Fall zu Fall sinngemaf modifizieren 
14Bt, auch fiir die Ermittlung von Exkretstoffen von Wurzelteilen, 
Rhizoiden und Pilzhyphen geeignet erscheint. 

Um stérende Einfliisse durch unerwiinschte Infektionen zu vermeiden, 
erfolgt der gesamte Arbeitsgang unter Einhaltung steriler Bedingungen. 
Aus wiederholt mit Aqua bidestillata gewissertem Agar wird eine 
2% ige Gallerte ohne Nahrstoffzusatz gekocht, von der bestimmte 
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Mengen in Petrischalen zum Erstarren gebracht werden. Mittels eines 
Korkbohrers geeigneter Groe stanzt man alsdann Scheiben gewiinschten 
Umfanges daraus und iibertragt sie mit Hilfe eines Skalpells auf saubere 
Objekttrager, die in Petrischalen gelegt werden. Kine wasser benetzte 
Scheibe Filtrierpapier auf dem Boden jeder Petrischale sorgt fiir aus- 
reichende Luftfeuchtigkeit innerhalb dieser Versuchskammern. Dann 
legt man die zu untersuchenden keimfreien Objekte, deren Ausscheidun- 
gen nachgewiesen werden sollen, auf die Agarscheiben und entfernt sie 
im einzelnen wieder nach verschiedenen Zeitabstanden. AnschlieBend 


Abb. 1. Nachweis der von Weizenkaryopsen wiihrend der Keimung ausgeschiedenen Substanzen 
durch Aspergillus niger. Die Zahlen geben die Dauer des Verweilens der Samen auf den Agarscheiben 
in Stunden an. 1,5 nattirlicher GréBe. 


werden die Agarscheiben mit der Reinkultur eines geeigneten Test- 
organismus, dessen Nahrstoffanspriiche bekannt sind, beimpft, um aus 
seiner Entwicklungsstirke Anhaltspunkte itiber den Umfang der von 
dem Versuchsobjekt ausgeschiedenen Substanzen zu gewinnen. 
Feinere, annihernd quantitative Einblicke werden erméglicht durch 
Anlage breiterer Serienversuche. Sie werden ebenfalls mit Agarscheiben 
gleicher Grobe durchgefiihrt, die alle fiir den Testorganismus erforder- 
lichen Niahrstoffe in ausreichender Menge enthalten mit Ausnahme des 
jeweils zu priifenden, der in abgestuften Konzentrationen zugesetzt wird 
und der im Grenzfall vollkommen fehlen muB. Das Volumen der Agar- 
scheiben ist durch Wiigung oder rechnerisch (Vol. = 7222+ h) leicht zu 
ermittelIn. Nun teilt man die gesamte Versuchsreihe in der Weise, 
dafs man auf die eine Serie der Agarscheiben die Objekte bringt, deren 
Stoffausscheidung ermittelt werden soll, wiihrend die andere Serie davon 
unbertihrt bleibt. SchlieBlich werden beide Serien mit dem gleichen 
Testorganismus beimpft. Vergleicht man nun Umfang und Stiirke der 
Ausbreitung, die der Organismus endlich auf den verschiedenen Agar- 
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scheiben erreicht, so ergibt sich ein Einblick in Art und Menge der von 
dem Versuchsobjekt ausgeschiedenen Substanzen. 

Bei sorgfaltiger Arbeitsweise lassen sich Infektionen durch andere 
Mikroorganismen weitgehend vermeiden. Auch die geringe GroBe der 
Agarscheiben erweist sich in dieser Hinsicht als vorteilhaft; denn ihre 
Oberflache ist etwa 30—50mal kleiner als die einer Petrischale, und 
hierdurch wird die Gefahr, daB wiahrend des Arbeitens Infektionen 
durch Keime von der Luft aus erfolgen, wesentlich eingeschrankt. 

Als Beispiel zeigt die Abbildung den Nachweis von Substanzen, die 
von Weizenkaryopsen im Verlaufe der Keimung in ihre Umgebung 
ausgeschieden wurden. In dem vorliegenden Versuch wurden die Weizen- 
korner zunachst 20 min lang in 0,2°%,iger Bromlosung gebeizt, anschlie- 
Bend in steriler Aqua destillata gewassert und dann je ein Korn auf 
nahrstoffreie Agarscheiben iibertragen. Von Zeit zu Zeit wurde den 
Samen mittels einer Platinése ein Tropfchen steriles Wasser aufgetupft, 
um einen normalen Quellungsverlauf zu gewihrleisten. Nach verschieden 
langem Verweilen (0—72 Std) wurden die einzelnen Korner wieder von 
den Unterlagen entfernt und alsdann die Agarscheiben mit Sporen von 
Aspergillus niger, der in diesem Falle als Testorganismus diente, beimpft. 

Umfang und Starke der Pilzentwicklung gestatten einen Einblick 
in die Menge der von den Samen wahrend der Keimung ausgeschiedenen 
Substanzen. Diese Stoffe entstammen nicht dem toten Gewebe des 
Perikarps, da die Versuchsobjekte vor dem Auflegen auf die Agarscheiben 


_ griindlich gewassert waren, sondern dem Inneren der Samen. Es laBt 


sich ersehen, da die Stoffabgabe im wesentlichen erst dann einsetzt, 
wenn das Quellungsmaximum der Samen erreicht ist, also in der Zeit 
zwischen 10 und 18 Std; ferner lat die zunehmende Entwicklung des 
Pilzes auf den einzelnen Agarscheiben darauf schlieBen, dai nach 
diesem Zeitpunkt eine ziemlich konstante Stoffausscheidung der Samen 


einsetzt. 
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Mutationsauslésung bei Bacterium prodigiosum 
durch sichtbares Licht nach Vitalfarbung mit Erythrosin. 


(Erbmodus der Mutanten, Abhangigkeit der Mutabilitat von Lichtdosis, 
Farbstoffkonzentration, Temperatur und Dauer der Anfarbung.) 


Von 
REINHARD W. KAPLAN. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 3. Juni 1949.) 


In 1945 begonnenen Arbeiten wurde die Zeit- und Temperatur- 
abhangigkeit der spontanen Mutabilitaét in ruhenden Zellen von Bacte- 
rium -prodigiosum (KaPLan 1947, 1949) und weiterhin die durch Ultra- 
violett ausgeléste Mutabilitiit (KapLan 1948) untersucht. Diese biophy- 
sikalischen Analysen der Erbvariationen dieses Bakteriums offenbarten 
eine weitgehende Ahnlichkeit mit den entsprechenden Mutations- 
prozessen bei hdheren Organismen und fiihrten zu der Annahme gen- 
ahnlicher Erbeinheiten auch in der Bakterienzelle, welche als ,, Bakterien- 
gene’ den ,,Chromosomengenen* hodherer Organismen gegeniiber- 
gestellt wurden. Wie in der letzten Zeit bekannt wurde, stellte ein 
amerikanischer Forscherkreis schon gegen Ende des Krieges Unter- 
suchungen mit ahnlicher Zielsetzung besonders an Bacteriwm coli an, 
wobei gleichfalls die Analogie des bakteriellen Erbanderungsvorgangs mit 
dem Gen-Mutationsvorgang als wesentlichstes Resultat gewonnen wurde 
(Zusammenfassung bei Lurta 1947). Da durch diese beiden unabhangigen 
Untersuchungsgruppen ein Anschlu8 der Bakteriengenetik an die Ge- 
netik der h6heren Organismen gewonnen war, erschien es aussichtsreich, 
Probleme der Mutationsforschung in Angriff zu nehmen, fiir deren 
Lésung der einfache Bau und die sonstigen Eigenarten der Bakterien 
eventuell eine giinstigere Chance boten als die sonst zu Mutations- 
experimenten verwendeten hédheren Organismen. 

Schon die Kinwirkung der leicht absorbierbaren UV-Strahlen zeitigte bei den 
kleinen und daher leicht zu durchstrahlenden Bakterien iibersichtlichere Ver- 
hiltnisse als bei den meisten ,,hdheren‘* Objekten. Die obere Grenze wirksamer 
Wellenlingen im UV-Gebiet wurde bei etwa 300 mu gefunden (Kapitan 1948). 
Die Experimente tiber die Temperatur- und Zeitabhingigkeit der spontanen Mu- 
tabilitat von Drosophila (TimornErr-Ressovsky und ZrmMER 1941) sowie von 
Bacterium prodigiosum (Kaptan 1947) hatten Aktivierungsenergien von etwa 
0,5—1,35 eV fiir verschiedene, als monomolekulare Reaktionen aufzufassende 
Mutationsschritte angezeigt. Es miiften daher auch energiearmere Lichtquanten 
bis mindestens 900 my Wellenlinge mutationsauslisend sein. Voraussetzung ist 
allerdings, daB die mutationsfahigen Zellstrukturen diese Strahlen absorbieren. 
Da dies nicht der Fall zu sein scheint, versuchte schon D6r1NG (1938) eine ,,Photo- 


ine 
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sensibilisierung der Gene“ durch Vitalfarbung mit Eosin bei Neurospora. Dabei 
fand er zwischen verdunkelten und Tageslichtkulturen tatsachlich Unterschiede, 
die eine Anderung der Mutationsraten in diesem Sinne als sehr wahrscheinlich er- 
scheinen lassen. Eine weitere biophysikalische Analyse unterblieb jedoch. 

Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden nun bei Bacterium pro- 
digiosum eingehendere Versuche unternommen. Sie sollten eine Klarung 
des biophysikalischen Mechanismus der photodynamischen Mutabilitat 
dieses Organismus, welche in Vorversuchen gefunden worden war 
(Kapitan 1948), bringen. Dabei wurde eine treffertheoretische Analyse 
des mutativen Ausloésungsvorgangs in den Vordergrund gestellt, wie sie 
sich schon bei der Aufklirung der spontanen und UV-Mutabilitat des 
Bakteriums sowie bei den genetisch iiberpriiften héheren Organismen 
bewahrt hatte. Kann doch durch die bisherige Mutationsforschung als 
gesichert angesehen werden, daB der Genmutationsvorgang einen mikro- 
physikalischen Akt (z. B. Quantensprung) innerhalb desjenigen sub- 
mikroskopischen Bereichs der Vererbungssubstanz, also vor allem des 
Chromosoms, darstellt, der als ,,Gen‘‘ bezeichnet wird. 

In den vorliegenden Versuchen, tiber die zum Teil schon kurze Vor- 
berichte (KAPLAN 1948, 1949) gegeben wurden, war nicht nur die Aus- 
l6sung von Mutationen beachtet worden, sondern auch die Abtotung 
der Zellen. Die Letalwirkung der ultravioletten sowie auch ionisierenden 
Strahlen auf die Bakterien hat ja viele Ahnlichkeiten mit dem Gen- 
mutationsvorgang und ist daher von einigen Seiten als etwas diesem 
Ahnliches angesehen worden. Die in den vorliegenden Lichtversuchen 
gefundenen Unterschiede zwischen Mutation und Totung scheinen 
fiir die Beurteilung jener Interpretation von Bedeutung zu sein. 

In den friiheren Experimenten war die erbliche Natur der strahlen- 
induzierten Zwergwuchskolonien nur vorlaufig orientierend untersucht 
worden, da ja zuvorderst ihr Entstehungsmechanismus inter- 
essierte und erst in zweiter Linie die Ubertragungsweise des gein- 
derten Erbcharakters auf die Nachkommen. Diesmal wurde nicht nur 
_ die Erblichkeit des Zwergcharakters iiberhaupt gepriift, sondern die 
Eigenart der Nachkulturkolonien auch quantitativ erfaBt. Dabei fand 
sich ein anscheinend besonderer Vererbungsmodus, der vielleicht gewisse 
Beziehungen zur ,,plasmatischen“’ Vererbung haben kénnte und daher 
der eingehenderen zukiinftigen Analyse wert zu sein scheint. Erste 
Ergebnisse werden dariiber im folgenden mitgeteilt. 


I. Allgemeine Methodik. 


Der in den Versuchen verwendete Stamm von Bacterium prodigiosum ( Serratia 
marcescens) war der gleiche wie in den fritheren Versuchen". Als Nahrboden diente 
wie bisher der Glycerin-Citrat-Ammonphosphat-Agar (KAPLAN 1948). 


1 Herrn Professor Rrepet (Géttingen) sei auch an dieser Stelle fiir die Freund- 
lichkeit der Uberlassung dieses Stammes gedankt. 
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Die Bestrahlung mit sichtbarem Licht erfolgte nicht wie bisher mit einer Bogen- 
lampe, sondern der gréBeren Bequemlichkeit und Intensitatskonstanz halber mit 
einer Osram-Punktlicht-Gliihlampe 6 Volt 5 Amp. in einer ZeiB-Mikroskopier- 
lampe. Die Gliihspirale der Lampe wurde durch die im Lampengehause ange- 
brachte, die Warmestrahlen absorbierende Parabellinse in die Suspension hinein- 
projiziert. Zur weiteren Absorption der Infrarot-Strahlen passierte das Licht das 
Warmefilter aus Spezialglas von einem Leitz-Kleinfilmprojektor. Dieses unter 45° 
im Strahlengang stehende Glasfilter reflektierte einen Teil der Strahlen rechtwinklig 
zur Seite auf ein Elektrozell-Sperrschicht-Photoelement. Dieses trug eine Schwarz- 
papier-Blende mit kreisrundem Ausschnitt von 24 mm Durchmesser, welcher 
demjenigen des Glastubus entsprach, der die zu bestrahlende Suspension enthielt. 
Auf diese Weise war die Kontrolle und Konstanthaltung der Intensitat wahrend 
der Bestrahlung méglich. Die Intensitaét wurde durch die Irisblende der Mikro- 
skopierlampe reguliert. Wahrend der Bestrahlung wurde die Suspension von 
einem Wechselstrom-Summer, der eine zurechtgebogene Drahtspirale als Riihrer 
trug, geriihrt. Dadurch wurde eine gleichmaBige Verteilung der inhomogen ein- 
fallenden Strahlung auf alle Zellen der Suspension erreicht. Das an ein empfind- 
liches Galvanometer angeschlossene Photoelement war bei homogen einfallender 
Strahlung mit einem Spezial-Vakuum-Thermoelement nach Hase, welches nach 
einer Hefnerkerze absolut geeicht worden war, verglichen worden. Ein Teilstrich- 
ausschlag am Galvanometer des Photoelements entsprach einer Intensitat von 
4,3- 10° erg cm~2 min™}, so daB die in den Versuchen angegebene Dosiseinheit 
E = 4,3 - 10° erg cm“? betragt. 

Die zu bestrahlende Zellsuspension wurde durch Einriihren einer Impfmasse 
aus einer Hinzelkolonie einer 2—3tagigen Plattenkultur in meist 5 oder 10 cm? 
Farbstofflésung in Leitungswasser gewonnen. Die Zellen befanden sich also in der 
Ruhephase. Als sensibilisierender Farbstoff diente Erythrosin pur. (Dr. G. Gris- 
LER, Leipzig). Zur Ausschaltung des Tageslichtes waren die Suspensionsréhrchen 
mit Manschetten aus schwarzem Papier versehen. Die Suspension wurde dann 
fiir einige Stunden zwecks ausreichender Aufnahme des Farbstoffes in die Zellen 
bei konstanter Temperatur (meist 20° C) im Dunkelthermostat bis zur Bestrahlung 
aufbewahrt. Diese dauerte gewéhnlich nur einige Minuten. Nach den einzelnen 
Dosen entsprechenden Bestrahlungszeiten wurden innerhalb kurzer Pausen Proben 
von 0,5 cm® Suspension entnommen und vermittels 0,5-cm*-Pipetten und Reagenz- 
rohrchen mit 5 cm® Leitungswasser Verdiinnungsstufen in Zehnerpotenzen her- 
gestellt. Von den zu untersuchenden Verdiinnungen wurde je ein Tropfen auf eine 
vorbereitete Agarplatte ausgespatelt, wobei die Pipette festgespannt war, um die 
Tropfengr6Be konstant zu halten. Sofort nach Beimpfung kamen die Platten zur ~ 
Bebriitung in den Dunkelthermostaten von 30°C. Selbstverstandlich wurden 
beim Arbeiten die Regeln der Sterilhaltung beachtet. Um den Einflu8 des Tages- 
lichtes auf ein unwesentliches Ma herabzudriicken, wurden die einzelnen Mani- 
pulationen méglichst schnell und bei gedimpftem Licht ausgefiihrt. 


Nach 48 Std Bebriitung hatten die Kolonien wegen Erschépfung des Nahrbodens 
das Wachstum beendet, so daB die Auswertung der Platten erfolgen konnte. 
Auer der Gesamtzahl aufgewachsener Kolonien wurde die Anzahl veranderter 
geziblt. Wie schon friiher (1948) beschrieben, bestehen die Auswirkungen der 
Mutationen zum allergréBten Teil in der Erzeugung von Zwergwuchs. In den vor- 
liegenden Versuchen wurde daher meist nur die Rate der Zwergwuchsmutanten 
festgestellt, wodurch es méglich war, gréBere Versuchsumfange zu bewiltigen. 
Als gut unterscheidbarer Genotyp wurden auch zum Teil die friiher beschriebenen 
(1947, 48) weiBen Kolonien ausgezihlt, die wegen der hohen spontanen Mutations- 
rate r > w immer in einem + kleinen Prozentsatz vorhanden sind. 
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Zur ' Krrechnung der angegebenen Fehlergrenzen diente die der Naher ungsformel 
V ‘pL — p)/n zugrunde liegende graphische Tafel von Kotier (1940). 


If. Ergebnisse und ihre Folgerungen. 
I. Charakter der Mutanten. 


Die Nachkommenschaften mutierter Zellen erscheinen auf den Zahl- 
platten als Zwergkolonien von weniger als einem Drittel des Durch- 
messers der in ihrer Nachbarschaft liegenden Normalkolonien. Da eine 
scharfe Grenze zwischen Normalwuchs und Zwergwuchs wegen der 
Variationen in der GroBe der Normalkolonien nicht zu ziehen ist, 
andererseits eine Bestimmung der absoluten Hohe einer Mutationsrate 
weder grundsatzlich méglich noch auch nétig ist, wurde die Grenze 
von einem Drittel des Normaldurchmessers+ willkiirlich festgelegt. Weil 
die Koloniegr6Be, wie schon frither (1948) ausgefiihrt, stark von der Be- 
wuchsdichte der Platte sowie der Lage der Kolonien auf der Platte 
abhangt (Randkolonien sind immer gréfer), wurde der Zwergwuchs 
immer nur relativ zu den umgebenden Kolonien festgelegt. Auch wurden 
aus diesem Grunde nur Platten mit einer Koloniezahl von mehr als 
einigen hundert ausgewertet, da sich nur bei dieser Bewuchsdichte der 
Zwergwuchs aus weiter unten darzulegenden Griinden klar manifestiert. 
Die Abhangigkeit der Phinausprigung der Mutationen von Umwelt- 
bedingungen ist ja eine verbreitete Tatsache (KAPLAN 1943/48). 

Die Priifung der genetischen Natur des Zwergwuchses der 
Mutantenkolonien geschah durch Aufzucht weiterer Plattenpassagen 
(Nachkulturen) aus den urspriinglichen Zwergkolonien. Wichen diese 
auBer im Wuchs auch in der Farbung (oft heller, seltener dunkler rot) 
ab, so war an den Nachkulturen die Vererbung der Farbeigenschaften 
leicht festzustellen. Der Zwergwuchs dagegen war an den Nachkulturen 
meist nicht deutlich zu erkennen. Manche Mutantenstamme ergaben 
zwar etwas kleinere Durchmesser der ausgewachsenen Kolonien, beson- 
ders an dicht bewachsenen Stellen der Platte, wodurch eine groBere 
durch Wuchsdichte bedingte Variabilitaét des Koloniedurchmessers als 
bei Normalen-Platten zustande kam. Oft aber war keinerlei Unterschied 
gegentiber dem Ausgangsstamm zu bemerken. Wurden von solchen 
scheinbar normalen Zwergnachkulturen Mischkulturen mit dem Aus- 
gangsstamm aufgezogen, so aiuBerte sich die Erblichkeit des Mutanten- 
charakters in einer erhéhten Varianz der KoloniegréBe tiber die ganze 
Platte hin. Es lag daher die Vermutung nahe, daB der Zwergwuchs sich 
nur manifestiert, wenn von den umgebenden Normal-Kolonien eine 
hemmende Wirkung ausgeht. DaB nicht einfach die unterschiedliche 
EndgréBe der Kolonie von etwa dem Nahrsubstrat durch die Normalen 
zugefiihrten oder entzogenen Stoffen abhingt, machten Versuche deut- 
lich, bei denen die verschiedenen Stamme auf Nahrboden kultiviert 
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wurden, der vorher durch das Wachstum des normalen Stammes ,,ver- 
braucht‘‘ worden war. Ein Unterschied zwischen der GréBe ausge- 
wachsener Kolonien von Zwerg- und Normalstiéimmen war auch auf 
diesem gebrauchten Medium nicht zu konstatieren. Demnach beruht 
also der Zwergwuchs nicht auf einer unterschiedlichen GroBe der aus- 
gewachsenen Kolonien an sich, sondern auf einer unterschiedlichen 
Wachstumsgeschwindigkeit. Die langsamer wachsenden Mutanten- 
stimme erreichen nur inmitten ihrer normal wachsenden Nachbarn eine 
geringere EndgréBe der Kolonien, wenn das Wachstum gleichzeitig mit 
den Normalen durch Erschépfung des Nahrbodens sistiert wird. In 
Reinkulturen erreichen sie dagegen wegen Wegfalls der Konkurrenz 
mit den Normalen im allgemeinen die gleiche EndgroBe wie diese. 


Tabelle 1. DurchschnittsgréBen wachsender Mutantenkolonien. 
Erste Nachkultur nach 8 Tagen | Zweite Nachkultur nach 6 bzw. 8 (*) Tagen 
(23sttindige Kolonien) (19stiindige Kolonien) 


| 


ute | moral | | uto easel 
Normal 1.| 400 + 5 | | Normal 3. . | 955 + 5 | 100 
»  2.|383+8 100 Zwerg 2. 208+4] 81 
a Sy) eis ce 0) een | 1944+ 5 76 
Zwerg 1. | 302 + 4 77 UR we hie oe ee 1914+3]| 75 
~ Ze uPA SE | 68 », 10. groBe Kol. 267+5)] 105 
ay, on lieo Wie Us », 10. kleine Kol. | 183 +3 72 
4. | 307+ 3 | 78 » 10. beliebige* . | 170+4)] 67 
5. |-292 + 5 74 ree lO ~f . 199 2 Gas 
,, 6. | 272+ 10 69 [pe Os seta 6 Sp nee OA Beicaee 
7. | 32146 82 [PSE GR Oe 19d aa 
2 SNS42 Be | ST SPE LOS ght Se 194 a Ts 
Ped O80 =te7 | 86 » ll. groBe Kol. . .| 2044+ 5 80 
5 10. | 400;260 100;66 | ,, 11. mittlere Kol.. .| 204+ 3 80 
11. | 490;330 ;210| 125;84;54| ,, 11. kleine Kol. . .| 232+3 91 
Die unterschiedliche Wuchsrate der Zwergstimme wurde nun in 
Messungen von Kolonien deutlich, die sich — etwa héchstens 24 Std 
nach der Impfung — noch im vollen Wachstum befanden, wenn dieses 


also durch benachbarte Kolonien noch unbeeinfluBt ist. Die Tab. 1 fithrt 
das Ergebnis solcher Messungen auf und zeigt klar, daB der Durchmesser 
(in “) wachsender Zwergmutantenkolonien wesentlich unterhalb dem des 
Normalstammes liegt. Auch die Erblichkeit dieser verminderten Wuchs- 
rate geht aus den Ergebnissen der 2. Nachkulturen deutlich hervor. 

Die Statistik der Koloniegré8e wachsender Mutantenstimme zeitigte 
auch ein merkwiirdiges Ergebnis: Wiahrend die Verteilungsfunktion fiir 
die Normalen sowie fiir die meisten Wuchsmutanten eingipflig war, war 
die Verteilung bei den ersten Nachkulturen zweier verschiedener Zwerg- 
kolonien deutlich mehrgipflig. Wie die Tab. | zeigt, lag bei Zwergkolonie 10. 
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der Hauptgipfel (Fettdruck) bei 260 uw, ein zweiter kleinerer Gipfel 
bei 400 u, welch letzterer der GréBe des Normalstamms entspricht. 
Zwerg 11. ergab 3 Gipfel, der kleinste bei 210 u, der Hauptgipfel bei 
330 uw und ein mittelgroBer Gipfel bei dem iibernormalen Wert von 490 [. 
Eine Entstehung dieser beiden Zwergkolonien etwa aus mehreren ver- 
klebten Zellen verschiedener genotypischer Wuchskonstitutionen diirfte 
nicht in Frage kommen, weil ja die schnellwiichsigen Zelltypen dann 
in wesentlich groBerer Haufigkeit als diejenigen mit langsamerem Wuchs 
vorhanden sein miiBten. Es muB daher die Verschiedenheit der Geno- 
_ typen innerhalb der urspriinglichen Zwergkolonien waihrend des Wachs- 
tums entstanden sein. 

Naheliegend ist die Annahme von spontaner Weitermutation des 
strahleninduzierten Gens zu Allelen mit anderen Wuchsraten. Falls dies 
zutrafe, miiBte sich dieses Weitermutieren, also die Labilitaét des Aus- 
gangsgens, auch in der zweiten Nachkultur wieder offenbaren. Wie aber 
die 2. Nachkultur von Kolonien der ersten Nachkommenschaft des 
Zwerges 10. zeigt (Tab. 1), war eine solche Mehrgipfligkeit dort nicht 
mehr festzustellen. Die Nachkommenschaft einer groBen, also wohl 
normalen Kolonie aus dem Zwerg 10. ergibt nur einen, dem Normal- 
typ (267 uw) entsprechenden Gipfel, 6 andere Kolonien ebenfalls ein- 
gipflige Verteilungen mit zwergiger DurchschnittsgroBe. Demnach sind 
die aus der Ausgangs-Zwergkolonie hervorgegangenen verschiedenen 
Genotypen wieder stabil geworden. Das gleiche gilt fiir die 2. Nach- 
kultur des ursprtinglich ,,dreigipfligen“ Zwerges 11., die auch keine 
Mehrgipfligkeit, also ,,Labilitat‘‘, erkennen lassen. Man kénnte nach 
diesen Befunden annehmen, die ,,Weitermutation‘‘ des Ausgangsalleles 
ginge so schnell vonstatten und hatte zu véllig stabilen Allelen gefihrt, 
daB groBere Mengen ,,zweigipfliger“, d.h. labiler Kolonien, nicht ge- 
funden worden sind. Die anscheinend statistisch signifikanten Unter- 
schiede zwischen den GréBen der 2. Nachkultur-Kolonien scheinen aber 
doch einen komplizierteren Vererbungsmechanismus anzudeuten, den 
wir von hoheren Organismen her nicht gewohnt sind. 

Schon in den UV-Experimenten (Kapitan 1948) waren in geringer 
Haufigkeit Kolonien beobachtet worden, die wegen ihres schlierenartig- 
unregelmaBig verteilten Farbstoffes als ,,Schlierenkolonien™ registriert 
wurden. In den vorliegenden Lichtexperimenten wurden sie wegen ge- 
ringer Haufigkeit nicht beriicksichtigt. Die Nachkulturen dieser Schlie- 
renkolonien ergaben, wie frither geschildert, einen groBen Anteil Normal- 
farbiger, einen anderen erheblichen Teil weiBer Kolonien, z.T. mit roten 
Sektoren, jedoch nur einen geringen Prozentsatz Schlierenkolonien vom 
Elterntyp. Die 2. Nachkulturen der Normalroten sowie auch der weiBen 
Kolonien verhielten sich wie die itblichen r- bzw. w-Stamme. 2. Nach- 
kulturen der seltenen Schlierenkolonien wurden nicht vorgenommen. 
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Dieser damals schon als abweichend erkannte Mutantentyp, der aber | 
aus duBeren Griinden noch nicht weiter untersucht worden war, gewinnt 
nun durch die oben geschilderten Befunde erneutes Interesse. Da wegen 
der Zunahme seiner Haufigkeit mit der Dosis in den UV-Experimenten 
eine Entstehung aus mehreren verklebten Zellen kaum in Frage kommt, 
muB wohl auch bei ihm an ein analoges ,,Abspalten“ stabiler Formen ~ 
aus einer ,,labilen‘‘ Ausgangsform gedacht werden, wie bei jenen Zwerg- 
kolonien. Daf dieser merkwiirdige Vererbungsmodus bei Bakterien auch 
anderweitig gefunden worden zu sein scheint, legen die Berichte der 
amerikanischen Bakteriengenetiker iiber ein ,,verzdgertes Auftreten“ 
strahlenausgeléster Mutanten nahe (DEMEREC 1946). Dort wurde beob- 
achtet, daB die strahlenausgelésten Mutationen fiir Resistenz gegeniiber 
Bakteriophagen nur z. T. direkt nach der Bestrahlung zu finden sind, 
ein erheblicher Teil an Resistenzmutanten aber erst manifest wird, nach- 
dem mehrere Zellteilungen abgelaufen sind. Ob bei diesen ,,verzdgerten“* 
Mutationen aufer den resistenten Zellen auch noch andere, nicht resi- 
stente ,,abgespalten‘‘ wurden (analog den Normaltypen der Schlieren- 
und Zwergkolonien), konnte mit der dort angewandten Methode nicht 
festgestellt werden. Auf jeden Fall waren aber die retardiert mutierten 
Mutterzellen und ihre ersten Nachfolgegenerationen phaganfallig und es 
ist wahrscheinlich, daB nur einzelne der spater entstandenen Nachkom- 
menzellen den Charakter der Phagfestigkeit erhielten. 

Dieser bei Bakterien beobachtete Vererbungsmodus, der wegen des 
verzogerten ,,Abspaltens‘‘ von Genotypen als ,retardierte Geno- 
dispersion“ bezeichnet sei, scheint bei hdheren Organismen noch nicht 
naher analysiert zu sein. Die anscheinende Ungeregeltheit des Heraus- 
spaltens suggeriert die Vorstellung,daB die Verteilung der entsprechenden 
Erbeinheiten bei der bakteriellen Zellteilung durch keinen so gut ord- 
nenden Mechanismus geschieht, wie wir es von der Mitose der kern- 
haltigen Zellen her kennen. Schon von DremEREc wurde die Méglichkeit 
ins Auge gefaBt, daB jene Retardierung auf eine mehr oder minder zu- 
fallsgemaiBe Entmischung von Erbeinheiten im Verlaufe der ersten Zell- 
generationen beruht. Das beim Bacterium prodigiosum gefundene, im | 
Laufe des Koloniewachstums stattfindende Auftreten mehrerer sta- 
biler Genotypen pat mit dieser Entmischungshypothese gut zusammen. 
Das Verhaltnis der einzelnen Genotypen in der Kolonie kénnte durch 
das Verhaltnis der mutierten zu den normalgebliebenen Erbeinheiten 
(Genen) in der bestrahlten Mutterzelle sowie auch durch die indivi- 
duellen Vermehrungsraten der Gen-Typen innerhalb der Zellen und natiir- 
lich die Zufilligkeiten der Gen-Verteilung auf die Nachkommen variiert 
werden. Es wiire méglich, da die aus anscheinend nur einem Zelltyp 
bestehenden normalen (,,eingipfligen‘‘) Zwergkolonien grundsitzlich 
durch den gleichen Entmischungsmechanismus zustande kommen, nur 
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_da8 hier wegen hoher Vermehrungsrate des mutierten Gen-Types das 
verzogerte Abspalten so schnell verlauft, daB nur sehr wenige und daher 
nicht nachweisbare Normalzellen bei der Koloniebildung auftreten. 
Diejenigen Mutationen, deren Entmischung wegen kleinerer Vermeh- 
rungsraten der mutierten Gene mit starker Verzégerung ablauft und die 
daher erhebliche Mengen Normaizellen ,,dispergieren‘‘, wiren ja mit der 
angewandten Methodik tiberhaupt nicht zu erkennen, da sie wegen des 
hohen Normalengehaltes normal groBe Kolonien ergiben. 

Wie weit sich diese Arbeitshypothese, die mehr oder minder frei 
in der Bakterienzelle gelegene autosynthetische Erbeinheiten voraus- 
setzt, mit den Ergebnissen von LEDERBERG (1948) vertrigt, welche ja 
chromosomenhafte Genaggregate bei Bakterien anzuzeigen scheinen, sei 
wegen der Unsicherheit aller dieser Vorstellungen hier nicht weiter disku- 
tiert. Von Bedeutung scheint aber fiir die Interpretation der retardierten 
Genodispersion die von MicHaxr xis (1944) fiir die plasmatische Ver- 
erbung bei héheren Pflanzen entwickelte Vorstellung der Entmischung 
von Plasmonkomponenten im Verlaufe der Individualentwicklung zu 
sein. Es ware moglich, da wir in den mitgeteilten experimentellen Er- 
gebnissen einer ersten Spur ,,plasmatischer Vererbung“ bei den Bak- 
terien begegnet sind, waihrend in LEDERBERGs Befunden sich die bak- 
terielle Chromosomenvererbung entschleiert. Das braucht nattirlich noch 
nicht die Aufteilung der Bakterienzelle in einen echten Kern und ein 
davon gesondertes Plasma zu bedeuten. Eine weitere Aufklarung des 
Vorganges muf von ausgedehnteren Nachkulturen erwartet werden. 

Die im folgenden durchgefiihrte biophysikalische Analyse wird von 
diesen Befunden nicht wesentlich bertihrt, da in ihr ja der Vorgang der 
Entstehung der veranderten Erbfaktoren untersucht wird, wahrend 
sich die obigen Darlegungen auf die vom Entstehungsakt unabhangige 
Weitergabe der mutierten Gene bezieht. 


2. Dosisabhingigkeit der Mutantenauslésung. 

Die Ergebnisse der Dosisversuche sind in der Abb. 1 dargestellt. In 
3 getrennten Versuchen, die bis auf etwas unterschiedliche Anfaérbungs- 
dauer in gleicher Weise angestellt wurden, ergab sich ein linearer Abfall 
des Uberlebenden-Logarithmus, ahnlich wie es auch seinerzeit fiir das 
UV-Gebiet festgestellt wurde. ,,Tétung‘ einer Zelle bedeutet in der- 
artigen Bestrahlungsexperimenten natiirlich nur: Verlust der Fahigkeit, 
eine wahrnehmbare Kolonie zu bilden, also vor allem der Vermehrungs- 
potenz. Andere Lebensfunktionen, z. B. die Atmung, brauchen damit 
durchaus nicht unterbunden zu sein. In der Figur ist rechts die Skala 
fiir den Logarithmus der jeweils gefundenen Keimzahl pro Tropfen 
(log N) aufgetragen, die zugehérigen Kurvenpunkte sind als hohle Kreise 
oder Vierecke markiert. 
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Die Mutationsrate als Prozentsatz gezaihlter Zwergkolonien ist auf die 
linke Skala bezogen, die Kurvenpunkte als ausgefiillte Kreise bzw. Vier- 
ecke zusammen mit den einfachen mittleren Fehlern als senkrechte 
Linien eingetragen. Es ist ohne weiteres deutlich, da8 dieser Mutanten- 
prozentsatz nicht linear, sondern entsprechend einer nach oben kon- 
kaven Kurve von der Lichtdosis, die auf der Abszisse in Einheiten E 


50 
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Abb. 1. Bacterium prodigiosum. Lichtdosis-Abhingigkeit Erythrosin 1:20000. Anfirbung bei 20° 
3% bzw. 4 Std. 10 cm*® Suspension. Schichtdicke 24 mm. i 


und erg - cm~* abgetragen ist, abhangt. Die photodynamische ,, Totung* . 
des Bakteriums stellt also ebenso wie diejenige durch UV oder ioni- 
sierende Strahlung einen KintrefferprozeB dar, d.h. zu ihrer Auslésung 
geniigt die Absorption eines einzigen Strahlenquantes im empfindlichen 
Bereich der Zelle. 

Bei der Erhéhung der Mutantenrate mit der Dosis ist es zunachst 
nicht von vornherein sicher, ob iiberhaupt eine Auslésung von Muta- 
tionen durch das Licht stattgefunden hat, oder nur eine Selektion von 
Mutanten dadurch, dafs diese weniger schnell abgetétet werden als die 
normalen Zellen. Wie schon friither dargelegt (KapLAN 1947), folgt eine 
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so zustandekommende Dosisabhangigkeit der Mutantenrate m der 
Formel: m = 1/1 + A,exp — 6D, in der A, das Ausgangsverhaltnis 
von Normalen zu Mutanten, 6 die Differenz der Tdotungsexponenten 
und D die Lichtdosis bedeutet. Als Tétungsfunktion ist bei der Ableitung 
der Formel die hier zutreffende Exponentialfunktion N = N, exp —1tD 
(N = Uberlebendenzahl, N, = Keimzahl am Anfang, + = Toétungs- 
exponent) verwendet worden. Die obige Formel fiirm ergibt eine hyperbel- 
ahnlich nach oben gekriimmte Kurve. 


Um die Méglichkeit des Zutreffens dieser Selektionshypothese 
zu prifen, wurde die Funktion m = 1/1 + 100 exp — a tiber die empi- 
rischen Punkte gezeichnet, wobei x = 0,064 - D als bestdeckender Wert 
verwendet wurde. Die Differenz der Totungsraten tyy¢ —Taom = 6 
betragt dann also 0,064 Tote/Dosiseinheit E. Der im Experiment ge- 
fundene Totungsexponent fiir die bestrahlte Suspension ist nun t=2,30 
(log N, —log N)/D = 0,018 Tote/E. Er ist also wesentlich kleiner, als 
der fiir das Zustandekommen jener ,,Selektionskurve“ notwendige Wert 
fiir 6 = 0,064 Tote/E. Demnach ist es unméglich, da8 eine so stark an- 
steigende Selektionskurve bei der vorliegenden Gesamttdtungsrate ent- 
stehen kann. 


Das Nichtzutreffen der Selektionshypothese wird auch durch folgende 
kleine Rechnung gezeigt: Eine unbestrahlte Suspension enthielt 1,3 - 104 
Keime/Tropfen mit 1% Mutanten, also 1,3 - 10? Zwergkeime. Nach einer 
Lichtdosis von 50 E waren nur noch 5,5- 10% Keime im Tropfen, der 
Mutantengehalt auf 16% gestiegen, was einer Absolutzahl von 8,8 - 10? 
Mutantenkeime/Tropfen entspricht. Die Absolutzahl der Zwergkeime im 
Tropfen Suspension ist also durch die Belichtung von 1300 auf 8800 
gestiegen; eine Zunahme der Absolutzahl kann aber durch unterschied- 
liches Ausmerzen niemals zustandekommen. Demnach miissen diese 
Zwergzellen durch die Belichtung entstanden sein. 


Diese Uberlegungen tiber die Méglichkeit der Veranderung der Mu- 
tantenrate durch unterschiedliche Strahlenempfindlichkeit des Normal- 
und Mutantentyps zusammen mit experimentellen Befunden gaben 
AnlaB, nochmals das Verhalten der beiden spontan mutativ ineinander 
iibergehenden Phanotypen 7 und w (Kapran 1947) zu untersuchen. 
In den Bestrahlungsversuchen wurden immer Zellen einer roten (r) 
Kolonie verwendet. Wegen der hohen spontanen Mutabilitaét 7 > w war 
aber immer auch ein geringer Prozentsatz w-Zellen in der Ausgangs- 
suspension anwesend, die sich durch weife Farbe der daraus erwach- 
senden Kolonien zu erkennen gaben. Die friiheren UV-Versuche (1948) 
hatten eine gesicherte Veriinderung der w-Rate durch die Bestrahlung 
nicht ergeben. Damit war eine Entstehung des w-Typs durch Mutations- 
auslésung nicht nachzuweisen gewesen, was mit der wohl sehr geringen 
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Treffwahrscheinlichkeit fiir ein Einzelgen (worum es sich im Falle des 
w-Typs wohl handelt) erklart wurde. 

Das Unterbleiben des w-Raten-Anstiegs hatte seine Ursache auch in 
einem etwas gréBeren Tétungsexponenten der w-Zellen haben kénnen, 
der zum Absinken des w-Anteils mit der Dosis fiihren und so eine geringe 
Auslésung an w-Mutationen iiberdecken wiirde. Die im UV-Versuch III 
(1948) gefundene Folge von w-Prozentsatzen laBt diese Annahme zu. Ein 
Abfall des w-Prozentsatzes mit der Dosis wurde aber wahrscheinlich 
durch die hier mitgeteilten Lichtversuche. Besonders Lichtversuch II, 
dessen Ausgangs-w-Rate wegen Verwendung einer etwasalteren 7-Kolonie 
6,28 + 0,67% betrug, zeigte nach einer Lichtdosis von 53 E nur noch 
3,28 + 0,48°% w-Kolonien in der Zahlplatte, ein Unterschied, der als 
statistisch gesichert angesehen werden darf (Diff/mpi¢¢ = 3,75, 
P =0,02%). Auch die eingezeichnete Punktfolge (%w Abb. 1) des 
Versuchs II laBt einen Abfall erkennen. 

Zur Erhirtung des so angezeigten wahrscheinlichen Unterschiedes in 
der Strahlenempfindlichkeit der w- und r-Zellen wurde in einem be- 
sonderen Versuch die UV- sowie die photodynamische Totung zweier 
Zellsuspensionen verglichen, von denen die eine aus einer r-Kolonie 
stammte und 0,9°% w-Zellen enthielt, die andere aus einer w-Kolonie mit 
39% r-Zellen. Die UV-Bestrahlung ergab einen Tétungsexponenten fiir 
die r-Suspension t, (UV) = 0,063 pro UV-Einheit, fiir die w-Suspen- 
sion tT, (UV) = 0,101. Diese Suspension war also 1,6 mal UV-empfind- 
licher als jene. Die Lichtbestrahlung (nach Anfarbung mit Erythrosin 
1:40000 5Std bei 20°C) ergabt, (Licht) = 0,076 und t,, (Licht) = 0,176. 
Hier war also das Verhiiltnis t,,:t, = 2,3. Ob die gréBere Empfindlich- 
keit der w-Zellen gegen Licht im Vergleich zu UV auf gréBerer Farbstoff- 
adsorption als bei den r-Zellen beruht, bleibt offen. Es sei noch ange- 
merkt, daB die gefundenen Empfindlichkeitsverhiltnisse niedriger sind, 
als die der reinen Typen, da ja in der w-Suspension iiber 1% r-Zellen 
vorhanden waren. 

Die auf Grund des bisher bekannten Mechanismus der Muta- 
tionsauslésung in Frage kommende Deutungsméglichkeit der ge- 
fundenen Kurvenform ist die quantenbiologische Treffertheorie. Bei 
hdheren Organismen hat die treffertheoretische Auswertung der Er- 
héhungen der Mutationsrate durch ionisierende und ultraviolette Strah- 
lung ergeben (Trmorrnrr-ReEssovsky 1937), da& die Mutationen eines 
Gens in der atomphysikalischen Umlagerung eines molekiilartigen Ge- 
bildes bestehen, fiir die die Energie eines einzelnen Strahlenquantes aus- 
reicht. Auch fiir Bakterien hat sich diese Entstehungsweise als zutreffend 
erwiesen (LINCOLN 1940, Kaptan 1947, Lurta 1947). Wiahrend nun die 
lineare Zunahme der Mutationsrate mit der Dosis im Réntgengebiet und 
bei Ultraviolett anzeigt, daB zur Auslésung der betreffenden Mutationen 
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_jJeweils nur ein einziges Energiequant ausreicht, also eine Eintreffer- 
funktion vorliegt, deutet die gefundene Kurve der photodynamischen 
Mutabilitat bei Bacterium prodigiosum auf eine Mehrtrefferfunktion. Es 
mu also durch das Bakterium bzw. den in das Bakterium eingelagerten 
Farbstoff mehr als ein Lichtquant absorbiert werden, wenn eine Mutation 
statthaben soll. Die Kriimmungsstiirke der gefundenen Folge an Kurven- 
punkten ist am besten durch die Zweitrefferfunktion wiederzugeben, wie 
es die eingezeichneten Kurven (n = 2) ausweisen. Schon Dreitreffer- 
funktionen kommen wegen ihrer stérkeren Kriimmung im Anfangsteil 
bei Beriicksichtigung der eingetragenen Fehlergrenzen nicht in Frage, 
wie eine Betrachtung der gepunktet eingetragenen Dreitrefferfunktion 
(n = 3) unmittelbar ergibt. 

Nach der Theorie quantenbiologischen Treffergeschehens (z. B. Tr- 
MOFEEFF-REssovsky und ZimmeR 1947) kann eine Zweitreffer- 
funktion einerseits dadurch zustande kommen, daB8 ein einziger Treff- 
bereich zweimal getroffen wird, dann gilt m = 1 — (exp —oD) (1 + oD) 
fiir die Abhangigkeit der Mutationsrate m von der Strahlendosis D 
(o = Treffwahrscheinlichkeit). Andererseits kénnen 2. unabhiangige 
Treffbereiche vorliegen, deren jeder einmal getroffen werden mu. In 
diesem Fall gilt die quadrierte Eintrefferfunktion m = (1 — exp — oD). 
Der Kriimmungsverlauf beider Funktionen ahnelt sich so stark, daB sie 
in praxi sich véllig decken und also eine Unterscheidung der beiden Faille 
allein durch den Kurvenverlauf nicht méglich ist, daher auf andere 
Weise gesucht werden muB8. 

Im ersten Falle, bei Zusammenwirken zweier Treffereignisse in 
einem Treffbereich, wird also die Wirkung des ersten Treffers irgendwie 
gespeichert, bis der zweite Treffer dann mit dem ,,Residuum“ des ersten 
zusammen den biologischen Effekt auslést. Im zweiten Falle dagegen 
sind beide Trefferereignisse véllig unabhangig voneinander, kénnen be- 
liebig lange aufeinander warten, und die beiden veranderten Treffbereiche 
bewirken durch irgendwelche Folgereaktionen den Hintritt des Effektes. 
Im allgemeinen diirfte die Trefferspeicherung des ersten Falls nur eine 
beschrankte Zeit lang méglich sein, also allmahlich abklingen. Dadurch 
kommt es zu dem bekannten Zeitfaktoreffekt, d.h. die Wirkung einer 
iiber einen langeren Zeitraum ausgedehnten Bestrahlung bzw. diejenige 
von zwei oder mehreren Bestrahlungsfraktionen mit lingeren Pausen da- 
zwischen ist anders (wegen des Abklingens des Trefferresiduums meistens 
geringer) als diejenige einer kurzzeitig oder einmalig gegebenen gleichen 
Strahlendosis. 

Versuche mit zwei Lichtdosen und einer Pause bis zu 6 Std dazwischen, 
die mit Bacterium prodigiosum zur Entscheidung tiber eine mégliche 
Trefferspeicherung dienen sollten, zeigten jedoch keinen eindeutigen 
EinfluB der Dosisfraktionierung. Daraus scheint sich zu ergeben, 
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da® jene Energiespeicherung iiber mindestens 6 Std méglich ist, oder 
auch der zweite Fall zweier unabhangiger Treffbereiche vorliegt. Frak- 
tionierungen mit groBeren Pausen verboten sich deswegen, weil ja schon 
die erste Bestrahlung erst nach mindestens 4 Std Anfarbungsdauer (siehe 
unten) ausgefiihrt werden konnte und dann nach mehr als zehnstiindiger 
Anfirbung damit gerechnet werden muBte, daB die Zellen durch be-— 
ginnende Teilung oder andere physiologische Veranderungen, evtl. 
durch die Firbung selbst, in ihrer Strahlenempfindlichkeit beein- 
fluBt werden. 

Eine andere Moglichkeit, zwischen beiden Fallen zu entscheiden, ergibt 
sich bei dem vorliegenden Objekt, wenn die Abhangigkeit der Mutabilitat 
von der Farbstoffkonzentration oder auch von der Anfarbungsdauer 
treffertheoretisch analysiert wird, woriiber weiter unten zu berichten ist. 

Die Analyse der Dosisfunktion ergibt somit, unabhangig davon, ob 
nur ein oder zwei getrennte Treffbereiche zugrunde liegen, daB die Zwerg- 
wuchsmutationen bei Bact. prodigiosum zwei Quanten sichtbaren 
Lichtes benotigen. Dabei ist die Einlagerung von photosensibilisierendem 
Farbstoff in die Zelle notwendig, welcher analog der Sensibilisation der 
photographischen Platte die sichtbaren beiden Lichtquanten absorbiert 
und deren Energie auf die genetisch aktiven Zellstrukturen tbertriagt. 
DaB die ,,Gene“ allein sichtbares Licht nicht in bemerkbarer Menge ab- 
sorbieren und zu ihrer mutativen Umlagerung verwenden kénnen, zeigt 
der schon friiher mitgeteilte Befund (KapLan 1948), wonach Belichtung 
ungefirbter Zellen, auch bei sehr hohen Dosen, sowohl beziiglich der — 
Mutationsauslosung als auch Teilungshemmung unwirksam ist. 

Vergleichen wir die Mutationsauslésung durch Ultraviolett (KAPLAN 
1948) mit der durch sichtbares Licht, so ist besonders der Unterschied 
in der Trefferzahl auffallend. Die naheliegende Deutung des Ubergangs 
von der Eintrefferfunktion beim UV zur Zweitrefferfunktion beim sicht- 
baren Licht beriicksichtigt die verschiedenen Wellenlingen und damit 
. Energiegehalte beider Strahlungsarten. Die Quanten des wirksamen 
Ultravioletts entsprechen bei 200—300 mu etwa 5—6 eV, wiihrend die- 
jenigen des Fluorescenzlichtes vom Erythrosin, das wohl hier aktiv ist 
und das um 600 my liegt, etwa 2 eV Energieinhalt besitzen. Es wire nun— 
moglich, daB die Aktivierungsenergie des gré8ten Teils der Zwergwuchs 
hervorrufenden Gene durch die Quanten des Spektralgebiets, welches 
bei der Erythrosin- Photosensibilisierung wirksam ist, nicht mehr erreicht 
wird. Zur Uberschreitung dieser Energieschwelle waren also schon 2 der 
energiearmen Lichtquanten nétig, wahrend noch eines der energie- 
reichen UV-Quanten ausreicht. Wir hitten hier bei Anwendung des 
photodynamisch wirksamen, sichtbaren Lichts bereits jene eingangs und 
friiher (1948) erwaihnte Wellenlingengrenze des mutativ wirksamen 
Spektralgebiets iiberschritten. 
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Wenn wir die Wellenlange des Fluorescenzlichtes (ca. 600 my) in den 
vorliegenden Versuchen als wirksam annehmen, so ergabe sich fiir die 
Mehrzahl der (sicherlich verschiedenartigen) Zwerggene eine Aktivie- 
rungsenergie oberhalb von 2 eV. Nach den Untersuchungen von LiecHtt 
et. al. (1939) liegt jedoch die Sensibilisationsgrenze biologischer Reak- 
tionen bei photodynamischen Farbstoffen weit oberhalb der langwelligen 
Grenze der Fluorescenz sowie auch der photographischen Sensibili- 
sierung, fiir Erythrosin also noch oberhalb 700 my. Wir kiimen dann zu 
einem Minimalbetrag der Aktivierungsenergie zwischen 1,5 und 2 eV 
fiir die Prodigiosum-Wuchsgene. In friiheren Experimenten (KAPLAN 
1947) war die Schwellenergie einiger sehr labiler Gene bei Bact. prodi- 
giosum za 0,5—0,9eV gefunden worden. Die normalstabilen Clb-Gene 
von Drosophila ergaben eine Schwelle von etwa 1,35 eV (TIMOFEEFE- 
Ressovsky und Zimmer 1941). Der Wert von etwa 2 eV fiir die hier 
behandelten Zwergwuchsgene des Bact. prodigiosum, die sicherlich zu 
den relativ stabilen Erbfaktoren zahlen, erscheint durchaus vertriglich 
mit diesen bisherigen Befunden. Es wird notig sein, die Zeit- und Tem- 
peraturabhangigkeit dieser Zwergmutationen einer ahnlichen Analyse 
zu unterziehen, wie sie fiir die r > w und w > r Mutationen friiher (1948) 
durchgefiihrt wurde. Dadurch wiirde neben die hier vollzogene ,,optische‘* 
Bestimmung der Wuchs-Gen-Aktivierungsenergie die ,,thermodynami- 
sche“ als Kontrolle gestellt. Auch die Verwendung monochromatischen 
Lichts sowie von Farbstoffen, die bei anderen Wellenlaingen absorbieren 
bzw. photosensibilisieren, wird weitere Aufschliisse geben kénnen. 

Von verschiedener Seite (z. B. JoRDAN 1939) undauch in einer fritheren 
eigenen Ver6ffentlichung (1948) war die Keimungshemmung (,,T6- 
tung‘‘) der Bakterien durch Strahlung unter der Perspektive eines den 
Letalmutationen ahnlichen Vorgangs betrachtet worden, wozu die bis 
dahin bekannten Gemeinsamkeiten von Mutations- und Totungspro- 
zessen AnlaB gaben. In den hier geschilderten Experimenten ist nun ein 
deutlicher Unterschied zwischen beiden gefunden worden: Die photo- 
dynamische Mutation ist ein Zweitreffervorgang, die photodynamische 
Totung ein Eintrefferproze8. Das letztere wird durch die lineare Dosis- 
funktion des Uberlebenden-Logarithmus (log N) klar erwiesen. Man 
kénnte dies unter Verwendung der obigen Gedankengange so deuten, 
da8 die Aktivierungsenergie fiir die Zwerggene wesentlich hoher ist als 
diejenige fiir einen Tétungsvorgang. Damit wiirden sich also die , Letal- 
gene“ in quantitativer Hinsicht von jenen Wuchs-Erbeinheiten klar ab- 
heben. Falls das normale Absterben der ruhenden Bakterienzellen ein mit 
der Lichttotung vergleichbarer, jedoch spontaner (analog den spontanen 
Genmutationen durch tiberschwellige Warmeschwingungen entstehender) 
Mutationsvorgang ist, kénnte die Messung des betreffendenTemperatur- 
quotienten tiber die Richtigkeit dieser Interpretation Aufschlu8 geben. 
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Ein weiterer Unterschied zwischen Lichttétungs- und -mutationsvor- 
gang und damit zwischen den Zellbestandteilen, in denen diese Vorgange 
ablaufen, wird angezeigt durch das Verhaltnis der Wahrscheinlich- 
keit eines Tétungs- zu einem Mutationstreffer. Beim Ultra- 
violett wurde dieses Verhaltnis zu etwa 150:1 gefunden (KAPLAN 1948). 


Fiir die in der Abb. 1 dargestellte, die Kurvenpunkte deckende Zwei-— 


trefferfunktion (3'/, Std Anfarbungszeit) gilt eine Treffwahrscheinlich- 
keit «. = 0,0072 Mutationen/E. Beriicksichtigt man den oben bereits an- 
gegebenen Tétungsexponenten t = 0,018 Totungen/E, so wird das ent- 
sprechende Verhaltnis fiir die Lichtwirkung t:4 = 2,5:1. Das Licht ist 
also bei gleicher Tétungsrate wesentlich stirker mutationsauslésend als 
das Ultraviolett (siehe Abb. 1, gestrichelte UV-Kurven). Damit wird 
aber das friiher aus den UV-Befunden mit dem Vorbehalt gleicher 
Treffwahrscheinlichkeiten fiir Letalprozesse und Vitalmutation ge- 
schlossene Verhaltnis von Letal- zu Vital-,,Genen‘‘ sehr unwahrschein- 
lich; denn offensichtlich ist das Verhaltnis beider Treffwahrscheinlich- 
keiten sehr stark abhingig von der verwendeten Strahlung. Wahrend 
beim UV auf ein Vitalgen 150 letale Treffbereiche zu kommen scheinen, 
kamen beim sichtbaren Licht nur 3 letale auf ein vitales Gen. Die mit 
dem UV-Wert errechnete Mindestgenzahl ist damit natiirlich fraglich 
geworden. 

Die Ursache fiir den gefundenen Unterschied im Mutations/Totungs- 
Quotienten kann wohl nur in einem erheblich unterschiedlichen Aufbau 
der zugehorigen Treffbereiche gesucht werden. Dem sichtbaren Licht 
erscheinen die Letalbereiche ganz wesentlich ,,kleiner“‘ als dem UV (be- 
zogen auf die Mutationstreffbereiche), was natiirlich nicht in einer rium- 
lichen Verkleinerung beruht, sondern in einer starken Verminderung der 
Wirkungswahrscheinlichkeit eines absorbierten Lichtquants gegeniiber 
dem UV. Da aus weiter unten zu besprechenden Ergebnissen gefolgert 
werden mu, daB schon die Anlagerung eines einzigen Farbstoffmolekiils 
an den Gentreffbereich die Lichtempfindlichkeit eines Zwergwuchsgens 
erhoht, ist es unwahrscheinlich, da8B die fiir die Tétung verantwortlichen 
Zellorganelle wesentlich weniger Farbstoff anlagern, als die Wuchsgene. 
Vielmehr diirfte der geringe Wirkungsquerschnitt auf eine weniger gute 
Ubertragung der im Farbstoff absorbierten Energie auf das letalitit- 
erzeugende Organell zuriickzufiihren sein. 

Betrachten wir andererseits die starke Bevorzugung des Letalvor- 
ganges beim UV als Auswirkung einer gréBeren Quantenausbeute bei 
der Tétung gegeniiber der Mutation, so kénnte dies auf einem héheren 
Gehalt der Letalorganelle an Thymonucleinsiure im Gegensatz zu den 
Verzwergungsgenen beruhen, welche Substanz ja durch Untersuchung 
der Wirkungsspektren als die UV-aktive (zumindest fiir die Totung) 
erwiesen ist. Diese letztere Deutung diirfte zutreffend sein, da ja der 
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Ionisationsdichte-Effekt bei Bacterium coli (Verminderung der Wirk- 
samkeit der dichter ionisierenden Strahlungen) schon beim Ubergang 
von den f- zu den y-Strahlen (z. B. Lea et al. 1941) nur einige wenige, 
gegentiber den Genen relativ groBe Tétungstreffbereiche anzeigt (etwa 
2 von 34 mw Durchmesser), die vielleicht mit den stark nuklealpositiven 
,.kernaéhnlichen“ K6rpern in der Bakterienzelle zusammenhingen. Damit 
bestiinde zwischen Wuchsgenen und ,,Letalorganellen“ ein so erheblicher 
Unterschied, da es nicht mehr angingig ist, die Eintreffer-Tétung der 
Bakterien als identisch oder nahe verwandt mit einer Letalmutation zu 
betrachten. 

Noch zu veréffentlichende Untersuchungen der Ultraviolett- sowie 
photodynamischen Totung und Mutabilitét von Sporen des Pilzes 
Penicillium notatum, bei denen keine Zuriickdrangung der Tétung zu- 
gunsten der Mutationsauslésung bei Verwendung sichtbaren Lichts 
gegeniiber UV festgestellt wurde, scheinen anzuzeigen, daB jener auf- 
fallige Effekt vielleicht nur auf die Bakterien beschrainkt ist. Méglicher- 
weise kénnten die eben bekannt gewordenen interessanten Befunde von 
KELNER (1949) an Streptomyces-Sporen zur Erklarung der geringen Letal- 
wirkung der Photodynamie beitragen. Nach diesem werden durch Ultra- 
violett ,,abgetdtete“, d. h. also, wie oben schon betont, in ihrer Keimung 
gehemmte Sporen dieses Actinomyceten durch intensive Belichtung in 
einem sehr erheblichen Prozentsatz wieder zum _ ,,Leben‘“‘, d. h. also 
zur Kolonie-Bildung erweckt. Es konnte nun sein, daB in den vor- 
liegenden Experimenten eine vielleicht starke photodynamisch ausge- 
loste Keimungshemmung durch die gleichzeitig erfolgende starke Be- 
lichtung wieder riickgingig gemacht wird, wihrend die Mutationen keine 
derartige Regeneration zeigen. Es muB weiteren Untersuchungen vor- 
behalten bleiben, einen AnschluB an die Befunde KELNERs im skizzierten 
Sinne zu suchen. Auf jeden Fall zeigt auch diese zunichst nur bei Bak- 
terien nachgewiesene Reversibilitét der Strahlen-,,Totung‘‘, welch er- 
heblicher Unterschied in der Natur der Hintreffertotung und der Mu- 
tation der Bakterien besteht. 


3. Abhingigkeit der Mutationsrate von der Erythrosinkonzentration. 


Nachdem es klar war, daB die Einlagerung eines photodynamisch wirk- 
samen Farbstoffes in die Bakterienzelle zur Auslésung von Mutationen 
durch sichtbares Licht fiihrt, lag es nahe, die Abhangigkeit der Sensibili- 
sierung von der Farbstoffkonzentration zu pritfen. Man darf ja annehmen, 
daB der Farbstoff an die genetischen Strukturen adsorbiert wird und 
dadurch diese ,,farblosen‘‘ Strukturen befaéhigt werden, das von ihnen 
sonst nicht absorbierte Licht aufzunehmen und so zu mutieren. Voraus- 
setzung ist, daB die Farbstoffmolekiile in einer solchen Weise gebunden 
werden, daB die darin aufgenommene Lichtenergie von den mutierenden 
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Atombauten tibernommen werden kann. Es ist also nicht von vornherein 
von jedem durch die Zelle aufgenommenen Farbstoff zu erwarten, daB 
er diese Energietiberleitung vornehmen kann. Vielleicht ist es spater 
einmal mdéglich, von der Art der energieleitend gebundenen Farbstoffe 
auf die Art der mutierenden Atomgruppen zu schlieBen und also die 
Genoberflache mit Hilfe spezifisch strukturierter Farbstoffe ,,abzutasten™. 

Hauptziel der Konzentrationsversuche war, zwischen der Hypothese 
eines zusammenhangenden Treffbereichs und zweier unab- 
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Abb. 2. Bacterium prodigiosum. Abhingigkeit von der Farbstoffkonzentration. 20°C, 120 min 
Anfiirbung, 3 - 10° erg cm’, ------ Kontrolle, + vor Bestrahlung, - nach ‘Bestrahlung, — korrigiert. 


haingiger Treffbereiche zu entscheiden. Wenn namlich nur ein ein- 
_ ziger Treffbereich vorhanden ist, der durch 2 Lichtquanten zur Mutation 
angeregt wird, so miiBte die Konzentrationsabhangigkeit eine Eintreffer- 
kurve ergeben ; denn jedes an diesen einen Treffbereich angelagerte Farb- 
molekiil kénnte ja beide notwendigen Lichtquanten aufnehmen. Liegen 
dagegen 2 getrennte Treffbereiche vor, so mu’ jeder mindestens ein 
Farbmolekiil anlagern, wenn es zur Mutation durch darin absorbiertes 
Licht kommen soll. Dann ergiibe sich also die oben erwahnte quadrierte 
Eintrefferfunktion, deren Verlauf mit der ,,echten‘’ Zweitrefferfunktion 
identisch ist. In diesem letzteren Falle kame dann die oben ausgefiihrte 
Deutung der gefundenen Zweitrefferkurve der Lichtdosis-Abhangigkeit 
nicht in Frage, weil diese ja die Absorption zweier sichtbarer Quanten 
im gleichen Treffbereich annimmt, deren Einzelenergie die Aktivierungs- 
energie fiir die Mutation noch nicht erreicht. 

Das Ergebnis eines Versuchs mit Variation der Farbstoffkonzentration 
ist in der Abb. 2 dargestellt. In der Senkrechten ist wiederum der Prozent- 
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satz gefundener Mutationen, in der Waagerechten die Konzentration des 
Farbstoffes in Gramm Erythrosin/Liter aufgetragen. Fiir jede Konzen- 
trations-,,Dosis‘‘ wurden 10 cm? Farblosung mit 0,5 cm* der gleichen 
Zellensuspension beimpft. Sofort nach Beimpfung wurden Kontroll- 
platten ausgespatelt (deren Mutationsrate als gestrichelte Kurve dar- 
gestellt ist). Dann wurden die Suspensionen 120 min lang im Dunkel- 
thermostaten bei 20° C zwecks Einwirkung des Farbstoffes gehalten und 
nach dieser Zeit wiederum Zahlplatten vor der Bestrahlung mit 70 E 
(3,107 erg cm~?) und nach dieser abgeimpft. 

Da besonders die héheren Farbstoff-Konzentrationen einen erheblichen 
Teil des Lichtes absorbierten, wurde die Durchlissigkeit der etwa 3 cm 
dicken Farblésungs-Schichten mit dem Photoelement gemessen. Um 
den wahren Verlauf der Mutationsrate in Abhangigkeit von der Farb- 
stoff-Konzentration bei gleicher Dosis zu bekommen, muBte der von 
der Farbstoff-Lésung bei den verschiedenen Konzentrationen ja ver- 
schiedene absorbierte Anteil der Lichtdosis beritcksichtigt werden. (Bei 
den friitheren Dosisversuchen war eine solche Korrektur nicht notwendig, 
weil der Verlustfaktor wegen der gleichen Farbstoffkonzentration bei 
allen Dosen konstant war.) Da wegen der inhomogenen Durchleuchtung 
der Suspension das Exponentialgesetz der Absorption-Konzentration- 
Abhangigkeit, besonders bei den hoheren Konzentrationen, nicht strenge 
Giltigkeit hat,stellt die vorgenommene Korrektur nur eine Naherung dar. 

Wird der Abfall der Intensitaét in der Schicht nach 7 = exp — sk 
angesetzt, wobei 7 die Durchlassigkeit in Prozent, s die Schichtdicke der 
Farblosung und & eine konzentrationsproportionale Konstante bedeutet, 
so ergibt sich die integrale Intensitaét, welche auf die Zellen eingewirkt 
hat, zu I = ,f* (exp — ks) ds/s = (l —exp —ks)/ks. Da die Durch- 
lassigkeit 7 fiir verschiedene Konzentrationen in konstanter Schicht- 
dicke s gemessen wurde, ergibt sich wegen ks = —Inz die integrale 
Intensitaét zu J = (1 —7)/In7. Die wirklich empfangenen Dosen lagen 
also um den Faktor J niedriger als die konstante EKinfallsdosis von 70 E. 
Die gefundenen Mutationsraten erhéhen sich demnach um Betrage, dic 

unter Beriicksichtigung der Zweitrefferfunktion den Dosen 70/J Kin- 
heiten entsprechen. Die nach dieser Korrektur gewonnenen Mutations- 
raten sind als Quadrate in der Abbildung eingetragen. 

Wir stellen fest, daB bei etwa 0,2 g/l nach 2stiindiger Farbedauer die 
maximal-photodynamisch wirksame Anfarbung erreicht ist. Der an- 
scheinend vorliegende Abfall dieser Wirksamkeit bei héheren Konzen- 
trationen ist wahrscheinlich auf die dann besonders starken Fehler durch 
die Inhomogenitaét der Einstrahlung zuriickzufiihren. Es k6énnte aller- 
dings sein, daB er auch in tatsichlichen Veranderungen der Photosen- 
sibilitat der Zellen begriindet ist, welche von einer sich vielleicht auf 
den physiologischen Zellzustand auswirkenden starken Farbstoffaufnahme 
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verursacht wird. Wird doch weiter unten davon berichtet, daB auch bei 
langeren Anfirbungsdauern ein solcher Abfall bemerkbar ist. 


Die gefundene Folge experimenteller, korrigierter wie nicht korri- 
gierter Mutationsraten ordnet sich, wie die Abbildung zeigt, gut einer 
Eintrefferfunktion ein, welche ihren Sattigungswert bei etwas tiber 
8°% Mutationen besitzt. Dieser Wert stellt die maximale photody- 
namische Wirkung unter den gegebenen Versuchsbedingungen dar. Eine 
Zweitrefferfunktion kommt wegen der geringen Kriimmung im Anfangs- 
teil kaum in Frage. Damit ist aber wahrscheinlich gemacht, da8 zur 
Erhéhung der Photosensibilitét nicht 2 Farbstoffmolekiile, wie es der 
Fall zweier getrennter Treffbereiche erfordern wiirde, notwendig sind, — 
sondern schon die Anlagerung eines einzigen an den einen, zusammen- 
hangenden energiespeicherungsfihigen Treffbereich. Dieser Befund ent- 
spricht durchaus der oben gemachten Annahme iiber die Summierung 
zweier zu energiearmer Lichtquanten im Gentreffbereich zwecks Uber- 
schreitung der Aktivierungsenergie. 


Die experimentellen Ergebnisse dieser Konzentrationsversuche haben 
nun noch ein iiberraschendes Ergebnis gezeitigt: Bei der hoéchsten Farb- 
stoffkonzentration von 0,5 g/l und in schwacherem MaBe schon bei 
niederen Konzentrationen hat die Farbstoffeinlagerung in die Zelle offen- 
bar auch schon ohne Belichtung Zwergwuchsmutationen ausgelést. Der 
Unterschied zwischen Kontrolle und Anfaérbung nach 120 min kann als 
statistisch ziemlich gesichert angesehen werden (Kontr. 10/1200 = 0,83 
+ 0,83° Mutanten, Anfarbung nach 120min 0,5 g/l ergab 21/967 
= 2,18 + 1,32%, Diff./mpiee = 3-1,34/1,58 = 2,55, P = 1,1%). Wir wer- 
den weiter unten sehen, da diese mutagene Wirkung des Farb- 
stoffs erheblich temperaturabhingig ist. Weitere noch in Arbeit be- 
findliche Versuchsreihen erhirteten den hier erstmalig gemachten Be- 
fund. Die Ergebnisse der biophysikalischen Analyse dieser ,,chemischen“ 
Mutationsauslésung durch bloBe Vitalfirbung mit Erythrosin (auch 
Methylenblau und andere Farbstoffe erwiesen sich aktiv) werden nach 
AbschluB anderweitig mitgeteilt. DaB die ,,chemogenen‘‘ Zwergkolonien 
tatsachlich genetische Varianten sind, wurde durch Nachkulturen ge- | 
sichert. Das Ergebnis fiigt sich den von DemErec (1948) mitgeteilten 
Befunden tiber die mutagene Wirkung vieler verschiedenartiger che- 
mischer Verbindungen ein. 


4. Abhingigkeit der photodynamischen M utabilitdt von der Anféirbungsdauer. 


Wenn die Photosensibilisierung der Erbsubstanz des Bakteriums da- 
durch entsteht, daB einzelne Farbstoffmolekile an die Genstrukturen 
angelagert werden, so muf die Vergréf8erung der Wahrscheinlichkeit, 
mit der die Farbstoffmolekiile an die Gene stoBen, eine Vermehrung der 
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angelagerten Molekiile und damit eine Verstiirkung der Photoreaktion 
ergeben. Die Erhohung der Farbstoffkonzentration war ein solches Mittel 
zur VergréBerung dieser Wahrscheinlichkeit. Wenn das entworfene Wir- 
kungsmodell richtig ist, so mu8 eine einfache Verlingerung der. Dauer 
der Farbstoff-Einwirkung in genau der gleichen Weise wie die Konzen- 
trationserhéhung, nimlich in einer Hintrefferfunktion, die Sensibilitiat 
vermehren. Denn in beiden Fallen kommt es auf eine Erhohung der 
Gesamt-Sto8zahl der Farbstoffmolekiile bis zur Bestrahlung hinaus. 
% Mut No 
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Abb. 3. Bacterium prodigiosum. Anfirbungszeit-Abhangigkeit Erythrosin 1:20000, 20°C. 
Lichtdosis 3-10° erg cm-?. : 


Damit ergab sich auch die Untersuchung der Mutationsrate in Abhangig- 
keit von variabler Anfarbungsdauer bei konstanter Erythrosinkonzen- 
tration und konstanter Lichtdosis als ein Mittel zur Priifung der Arbeits- 
hypothese. In Abb.3 ist das Ergebnis eines derartigen Versuches 
graphisch dargestellt. Diesmal ist auf der Horizontalen die Zeit aufge- 
tragen, wihrend welcher der Farbstoff vor der Bestrahlung eingewirkt 
hatte. Da hier nur der Anfangsteil der Kurve von Bedeutung fiir die 
Art der Trefferfunktion ist, wurde in diesem Versuch die Anfarbungszeit 
nur bis 160 min variiert. Wahrend dieser Zeit war die ,,chemische“ 
mutagene Wirkung des Farbstoffes noch ohne Bedeutung. Sie wurde in 
anderen Versuchen erst ab etwa 4 Std bemerkt. Von diesem Zeitpunkt 
ab zeigte sich auch der schon oben erwihnte gelinde Abfall der licht- 
induzierten Mutationsrate mit der Anfarbungszeit. 

Die in dem demonstrierten Versuch gewonnene Folge von Kurven- 
punkten der Licht-Mutabilitat paBt sich wiederum der eingezeichneten- 
Eintrefferkurve an. Damit ist aber ein weiteres Indizium fiir 
die Annahme gewonnen, da8B die Anlagerung der Farbstoffmolekiile ein 
Eintreffergeschehen darstellt. 
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Aufer der Mutationsrate ist in dem Graphikon noch der Logarithmus 
des Keimverlustes (log N,/N) eingezeichnet. Wir sehen, daB dieser gleich- 
sinnig mit der Mutationsrate zunimmt. Hine genauere Entscheidung 
iiber die zugrunde liegenden Kurvenformen ist aber wegen der statistisch 
und durch die Verdiinnung hervorgerufenen Fehler nicht mdglich. 
Immerhin scheinen diese Punkte (hohle Kreise) wenigstens im Anfangs- 
teil um die vermutete Eintreffer-Gerade herum zu liegen, und erst spater 
macht sich die zu erwartende Sattigung bemerkbar. 


5. Abhingigkeit der photodynamischen Wirkung von der 
Anfdarbungstemperatur. 

Das Nebeneinanderhergehen der ,,photogenen“ und , chemogenen‘* 
Mutabilitat zeigte sich auch in den Versuchen, in denen die Temperatur 
wahrend der Anfairbung verschieden war. Farbstoff-Konzentrationen 
sowie Lichtdosis und Schichtdicke der bestrahlten Suspension wurden 

dabei konstant gehalten. Die An- 
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Abb. 4. Bacterium prodigiosum. Anfiirbungs- 
temperatur 160 min, 3 - 10° erg em-* 1 = 20000 
Erythrosin. 


dynamische Tétung wie auch Muta- 
bilitat. Eine chemogene Mutations- 
auslosung durch die Anfarbung allein 
war hier noch nicht zu bemerken. 

Bei 


lingerer Anfarbungsdauer 

(Abb. 5) bemerken wir gleichfalls 
wiederum das Optimum beietwa 20—25 °C. Beihéheren Temperaturen (37° 
und 42° C) ist jedoch wiederum ein Anstieg der Mutabilitat zu bemerken. 
Betrachten wir die Mutationsraten, die vor der Bestrahlung, aber nach 
der langeren Anfarbungszeit im Dunkeln vorhanden waren, so finden 
wir eine klare Zunahme bei den beiden héheren Temperaturen gegen- 
iiber dem Ausgangswert (Kontr.). Es ist hier also der gré&te Teil der 
nach der Bestrahlung festgestellten Mutanten bereits vor der Bestrah- 
lung durch die chemische Wirkung des Farbstoffs erzeugt worden. Die 
Differenz zwischen nach und vor der Bestrahlung gemessenen Mutations- 
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raten, die ja dem Anteil der photodynamisch entstandenen Mutabilitat 
entspricht, liegt bei den hohen Temperaturen tiefer als bei der optimalen. 
Hs erweckt den Anschein, als ob die bei den hdheren Temperaturen und 
langerer Anfarbungsdauer von der Zelle aufgenommenen Farbstoff- 
Molekile bei den meisten angefarbten Zellen durch , Gift*-Wirkung, also 
chemogen, mutierend wirken, so da8 dann nur noch ein kleiner Rest 
an Zellen, die geniigend Farbstoff aufgenommen haben, fiir die rein 
photogene Mutations- azz 
auslosung ibrigbleibt. 
Die bei der kiirzeren 
Anfarbungszeit zustande 7 
gekommene Tempera- 
turkurve vom  Opti- 
mumstyp legt den Ge- 
danken nahe, daB sie 
die Auswirkung eines 4 
Permeabilitatseffektes 
ist. Die starke chemo- 
geneMutationsauslésung 
durch den Farbstoff bei 
hdherer Temperatur und 
langerer Anfarbungs- 
dauer deutet jedoch da- 2 
rauf hin, daB die Per- 
meabilitat des Farbstoffs 
allein fiir die Tempera- 
turabhangigkeit seiner 
mutagenen und photo- 73% 25 30 35 10°C 
dyn amischen Wirksam- Abb. 5. Bacterium prodigiosum. Anfarbungstemperatur 240 min, 
keit nicht verantwort- 3 + 10° erg em-*, 1:20000 Erythrosin. 
lich ist. 

Die vorgelegten Ergebnisse mégen bereits eine gewisse Modell-Vor- 
stellung tiber die Wirkungsweise photosensibilisierender Farbstoffe auf 
das genetische System der Bakterienzelle und tiber diese genetische 
Konstitution selbst verdeutlicht haben. Viele der angeschnittenen 
Probleme, insbesondere die merkwiirdige retardierte Genodispersion, die 
Wellenlingenabhangigkeit der Trefferzahl, sowie auch die chemogene 
Mutationsauslosung durch Vitalfarbstoffe, miissen aber der Aufhellung 
durch zukiinftige Untersuchungen iiberlassen bleiben. 
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Zusammenfassung. 


1. Ruhende Zellen aus 2—3 tigigen Kolonien von Bacteriwm prodi- 
giosum wurden in waBriger Erythrosinlésung suspendiert und nach einer 
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gewissen Zeit der Farbstoffeinwirkung mit dem sichtbaren Licht einer ZeiB- 
Mikroskopierlampe bestrahlt. Anden abgeimpften Zahlplatten zeigte sich, 
daB die Keimzahl vermindert und die %-Zahl vonZwergkolonien erhoht war. 

2. Nachkulturen der Zwergkolonien erwiesen den erblichen Charakter 
des Zwergwuchses, der durch eine gegeniiber dem Ausgangsstamm ver- 
minderte Wuchsrate der mutierten Zellen verursacht ist. 

3. Messungen der Durchmesser wachsender Kolonien in der 1. Nach- 
kultur aus strahleninduzierten Zwergkolonien ergaben i. a. eine ein- 
gipflige Verteilung um den gegeniiber Normal herabgesetzten Mittelwert. 
In 2 Fallen wurde eine 2- bzw. 3gipflige Verteilung gefunden, welche die 
Anwesenheit von 2 bzw. 3 Genotypen in der verzwergten Elterkolonie 
anzeigt. In 2 Nachkulturen ergaben sich iiberraschenderweise wieder 
eingipflige Verteilungen, die Genotypen waren also offenbar von dem 
friiheren ,,labilen‘‘ Zustand nach der Bestrahlung in einen erblich stabilen 
Zustand tibergegangen. Zur Erklirung dieses eigenartigen Vererbungs- 
modus, der als ,,retardierte Genodispersion“ bezeichnet wird, wird eine 
Entmischung von + frei in der Zelle vorhandenen Erbeinheiten er- 
wogen, fiir die auch Parallelen in friiheren eigenen Versuchen, in den 
, verzogerten® Mutationen von Bact. coli (DEMEREC) und der plasma- 
tischen Erbvaviation héherer Pflanzen (MIcHAELIS) gesehen werden. 

4. Die Abhangigkeit der photodynamischen Mutabilitét von der Licht- 
dosis entspricht einer 2-Trefferfunktion, die photodynamische ,,T6tung‘‘ 
(Keimungshemmung) einem Eintreffergeschehen. Die Ursache fiir den 
Unterschied gegeniiber der Eintrefferkurve im UV wird in der geringen 
Quantenenergie des wirksamen sichtbaren Lichtes gesucht, die zum Er- 
reichen der Aktivierungsenergie der Zwergwuchs-Mutationen nicht aus- 
reicht. Demnach diirfte die Aktivierungsenergie fiir die Mutationen ober- 
halb 1,5—2 eV liegen, diejenige fiir die ,, T6tung“‘ unter diesem Wert. 

5. Die Empfindlichkeit der Keimungshemmung (,, T6tung“‘) des w-Typs 
war bei Lichtbestrahlung > 2,3 mal gréBer als die des r-Typs; gegenitiber 
der UV-Strahlung waren die w-Zellen dagegen nur > 1,6 malempfindlicher 
als die des 7-Typs. 

6. Das Verhiltnis der Wahrscheinlichkeit eines ,,Tétungs“‘treffers zu 
der eines Mutationstreffers ist bei der photodynamischen Wirkung etwa 
3:1, wihrend esim UV-Gebiet ca. 150: 1 war. Die Ursache fiir die stirkere 
Tétung im UV kénnte in einem gréBeren Thymonucleinsduregehalt der 
, T6tungs*-Zentren oder auch in der die Keimungshemmung aufhebenden 
Wirkung des sichtbaren Lichtes (KELNER) beruhen. Die Strahlentétung 
der Bakterien kann demnach nicht einfach als Letalmutation ange- 
sprochen werden. 

7. Die Abhangigkeit der photodynamischen Mutabilitit von der Ery- 
throsin-Konzentration (bei konstanter Lichtdosis, Anfirbungszeit und 
-temperatur), ergab eine Kintrefferfunktion. Daraus wird geschlossen, 
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da8 zur Erhohung der Photosensibilitat bereits die Anlagerung eines 
Farbstoffmolekiils an den Treffbereich fiir eine Mutation ausreicht. Die 
Moglichkeit, die 2-Trefferkurve durch Annahme zweier getrennter Treff- 
bereiche (quadrierte Eintrefferfunktion) zu deuten, entfallt damit. 

8. Auch die Variation der Anfirbungsdauer bei sonst konstanten Be- 
dingungen ergibt eine Kurve, die sich der Kurve der Konzentrations- 
abhangigkeit, also einer Eintrefferfunktion, anschlieBt. 

9. Die Abhangigkeit der reinen photodynamischen Mutabilitat von der 
Temperatur wahrend der Anfirbung entspricht einer Optimumskurve 
mit einem Optimum bei 20—25° C. 

10. Bei hoheren Farbstoff-Konzentrationen, langeren Firbedauern 
und héheren Temperaturen macht sich eine Auslésung von Zwergwuchs- 
Mutationen allein durch die ,,Gift‘-Wirkung des Farbstoffes, also ohne 
Belichtung, deutlich bemerkbar. Eine nahere Analyse dieser ,,chemo- 
genen* Mutabilitat, die auch mit anderen Farbstoffen (z. B. Methylen- 
blau) beobachtet wurde, ist vorgesehen. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Aachen.) 


Stalaktiten-Fruchtkorper 


von Merulius lacrymans var. domesticus. 
Von 
ALPHONS THEODOR CZAJA. 
Mit 1 Textabbildung. 


(Hingegangen am 11. Juni 1949.) 


Die Fruchtkérper des echten Hausschwammes, Merulius lacrymans (Wulfen) 
Schum., treten entsprechend der Existenz zweier Formenkreise in zwei verschie- 
denen Ausbildungsweisen auf (ULBRIcH 1941): 


1. mit fleischigen, ergossenen, bisweilen konsolenartigen Fruchtkérpern (in 
diesem Falle meist mit hydnoidem Hymenium), Waben des Hymeniums ziemlich 
eng mit fleischigen Wandungen = var. domesticus (Pers.) FaALcK 1907 pro spec.; 


2. mit diinnhautigen, stets ergossenen Fruchtkérpern, sehr selten mit hydnoidem 
Hymenium, Waben meist mit diinnen Wandungen = Merulius silvester FaucK 1907 
emend. ULBRICH. 


Es handelt sich also um flach ausgebreitete Fruchtkérper, welche der Unterlage 
anliegen oder seltener konsolenartige Ausbildung zeigen. Nach Angaben von MxEz 
(1908) und Lresx (1928) und eigenen Beobachtungen treten flache Fruchtkérper 
an horizontalen Flachen (FuBboden, Decke) auf, polster- und konsolenférmige 
am Ende von Mycelstrangen, an Spalten und Mauerritzen. AuBer konsolenférmigen 
Fruchtkorpern bei Merulius lacrymans var. domesticus erwihnt Fauox (1912) nur 
die selten an der Oberfliche auftretenden kraterelloiden trichterférmigen Frucht- 
korper. 

Unter den besonderen Entwicklungsbedingungen von langanhaltendem 
extremem Wasserzuflu8 hatte ich Gelegenheit, bei der var. domesticus 
stark abweichende Fruchtkérperbildung zu beobachten, welche allem 
Anschein nach bislang noch nicht festgestellt worden ist. Diese soll im 
folgenden kurz beschrieben werden. 

Die Entwicklung des Merulius erfolgte in dem hélzernen FuBboden- 
werk des Untergeschosses eines Gebiiudes, welches mehrere Jahre ohne | 
Dach den atmosphirischen EKinwirkungen ausgesetzt war. Das Regen- 
wasser sammelte sich in dem Untergeschof und versickerte von hier 
durch den Holzfufboden in die gemauerte Gewélbedecke des Keller- 
geschosses. Auf diesem Wege folgte es den Fugen zwischen den Ziegel- 
steinen und tropfte infolgedessen an zahlreichen Stellen in parallelen 
Liingsreihen von der Gewélbedecke ab. 

In dem Holz des FuBbodens fand der Pilz eine ausgiebige Kohlenstoff- 
quelle, welche ihn in die Lage versetzte, ein weitverzweigtes, tiberaus 
kraftiges Mycel zu bilden, was durch die zahlreichen und dicken Striinge 
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belegt wird. Die wachsenden Hyphen fanden den Weg durch die weit- 
verzweigten Mauerfugen an die Unterfliche der Gewélbedecke des 
Kellers. Hier erfolgte die Entwicklung eines groBen Fruchtkérpers von 
mehreren Quadratmetern. Seine Ausbildung war, soweit er der Decke 
flach anlag, durchaus die bekannte, flache, mit dem faltigen Hymenium 
und der etwas dickeren hellen Berandung. Von der Flache des Frucht- 
kérpers hingen aber in Parallelreihen bis etwa 6 cm lange, teils kugelige, 
teils mehr kegelf6rmige oder ahnlich gestaltete Mycelgebilde herab. Die 
Oberfliche dieser Bildungen war mit dem wabigen Hymenium iiber- 
zogen, wobei der Stielfortsatz einbegriffen sein oder frei bleiben konnte. 
In weiterem Umfange war an diesen abwirtshingenden, stalaktiten- 


ecm 


Abb. 1 Stalaktitenartige Auswiichse eines Fruchtkérpers von Merulius lacrymans var. domesticus. 


artigen Fruchtkorpern das Hymenium aber hydnoid ausgebildet, d. h. 
es waren statt der wabigen Falten 5—8 mm lange Stacheln bzw. zahn- 
artige Fortsitze gebildet, welche an ihrer Oberflaiche das Hymenium 
trugen (Abb. 1). An den alteren Teilen des Fruchtkérpers an der Ge- 
wolbedecke waren nun in ebenso vielen langen Parallelreihen zahlreiche 
derartige stalaktitenartige Fruchtkorper bzw. Fruchtkérperauswitichse 
entwickelt, wie Mauerfugen unter dem Fruchtk6rper vorhanden waren. 
Die Entstehung dieser ungewohnlichen Fruchtkérperbildung mu8 also 
mit den Mauerfugen in ursichlichem Zusammenhang gestanden haben. 


Nach einer Seite zu war am Rande des Fruchtkérpers die Entwicklung 
auf friihem Stadium stehengeblieben. Hier waren nun wiederum in 
Parallelreihen entlang den Fugen dicke, runde bis elliptische Mycelpolster 
von 5—l10cm Durchmesser aufgetreten. Manche dieser Polster waren 
noch isoliert, andere aber flossen mit den benachbarten zu grdBeren 
Komplexen zusammen. In der Mitte eines jeden derartigen Mycelpolsters 
war eine mehr oder weniger dicke Vorwélbung zu erkennen, in der sich 


ein Loch befand, aus welchem Wasser abtropfte. An den alteren der- 
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artigen Bildungen formte sich das wachsende Mycel um das abtropfende 
Wasser zu einer Rohre. Alle diese noch unvollstandigen Bildungen setzten 
die Parallelreihen der Stalaktitenfruchtkérper fort. Das Loch in der 
Mitte der Mycelpolster stellte die Bahn des reichlich abtropfenden Wassers 
dar. Das Pilzmycel war allem Anschein nach an allen Tropfstellen jeweils 
um den sich bildenden Tropfen herumgewachsen. An der Luft hatten sich 
auf diese Weise Mycelkorper gebildet, welche sich dann in ihrem unteren 
Teile infolge der Menge des capillar festgehaltenen Wassers zu einer 
mehr oder weniger kugelartigen Bildung erweiterten. 

Der gesamte Fruchtkérperkomplex an der Gewélbedecke ist seiner 
Entstehung nach so aufzufassen, daf zunaichst an zahlreichen Stellen 
der Decke aus den Mauerfugen mit dem abtropfenden Wasser einzelne 
runde bis ovale Mycelpolster hervorwuchsen, in deren Mitte je ein 
stalaktitenartiger Fortsatz in Bildung begriffen war. Bei der seitlichen 
Ausbreitung der Mycelpolster gelangten diese in gegenseitige Bertihrung 
und verwuchsen miteinander. Auf diese Weise kam die mehrere Quadrat- 
meter groBe Myceldecke zustande, welche sich an ihrer Oberflache mit 
dem in itblicher Weise ausgebildeten Hymenium bedeckte. Dabei kamen 
nun die zahlreichen Stalaktiten auf den Gewebepolstern mitten in die 
Hymeniumbildung zu liegen und tiberzogen sich selbst zunachst an dem 
angeschwollenen unteren Teil mit diesem. Daritiber hinaus tiberzog das 
Hymenium z.T. auch die Stielansaitze. Es ist anzunehmen, da die 
Hymeniumbildung erst erfolgte, als die Ausbreitung der Hauptmenge 
des durch die Gewélbedecke durchsickernden Wassers sich weiter aus- 
breitete, so da die alteren Teile des Fruchtk6érpers weniger stark mit 
Wasser durchsetzt waren. 

Da es sich bei dieser ganz ungewo6hnlichen Art der Fruchtkérper- 
bildung tatsaichlich nur um eine entwicklungsphysiologische Besonder- 
heit handelt, geht aus der Ausgestaltung der jiingsten Teile hervor. Hier 
ist offenbar der Zustrom des Wassers schon geringer gewesen, so daB es 
nicht mehr zum Abtropfen von der Gewélbedecke gekommen ist. Der 
Fruchtkorper war nun wieder vollkommen in der iiblichen Weise als 
flacher Kuchen entwickelt ohne die geringste Erhebung auf seiner 
Oberfliiche. 
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(Aus der Biochemischen Abteilung des Organisch-Chemischen Institutes der 
Universitat Gottingen.) 


Stoffwechselversuche an Actinomyceten. 


Von 
KE. DIETZEL, H. BEHRENBRUCH und M. EUCKEN. 


Mit 3 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 21. Juli 1949.) 


Bei der Untersuchung einer gréBeren Anzahl von Actinomyceten 
(v. PLorHo, 1947) erschien es von Interesse, sich iiber den Verlauf des 
Wachstums in fliissigem Kulturmedium zu informieren. In der Literatur 
fanden wir nur Angaben iiber die Verhaltnisse bei Verwendung 
synthetischer Lésungen (ScHatz, WAKSMAN u. REILLY, 1946, WoopRUFF 
u. RucErR, 1948). Der Zusatz von Pepton oder Fleischbriihe, wie er dort 
beschrieben ist, muBte aber besonders bei Untersuchung der von den 
Actinomyceten bei ihrem Wachstum neugebildeten Aminosduren stark 
erschwerend wirken. Wir haben deshalb neben Mineralsalzen und Milch- 
zucker nur anorganischen Stickstoff in Form von Natriumnitrat ange- 
boten. Die Versuche wurden im Ruhekulturverfahren in 200 cm? ERLEN- 
MEYER-Kolben durchgefiihrt. Es wurden 30—50 Kolben mit je 50 cm? 
Kulturlosung angesetzt und bei der Aufarbeitung stets die Mittelwerte 
von 3 Kolben verwendet. Als Versuchsobjekt diente ein Actinomyceten- 
stamm, der sich durch die Produktion eines gelben, antibiotisch wirk- 
samen Farbstoffes — Actinochrysin genannt! — auszeichnete (Labor- 
bezeichnung Stamm la). Bestimmt wurden wahrend der Beobachtungs- 
zeit von ungefahr 30 Tagen: 1. Das Myceltrockengewicht, 2. der 
Gesamtstickstoff des Mycels (KygELDAHL), 3. der rg-Wert des zer- 
riebenen Mycels (Indikatorenmeth.), 4. der Aminostickstoff der Kultur- 
lésung (v. StyKE), 5. der Ammoniakgehalt der Kulturlosung (Titration), 
6. der py-Wert der Kulturlésung (elektrometrisch), 7. der Verbrauch an 
Milchzucker (Feniinc), 8. der Verbrauch an Natriumnitrat (Titration 
nach Reduktion), 9. die Menge des gelben Farbstoffes (kolorimetrisch), 


Die Ergebnisse sind aus den Abb. 1 und 2 abzulesen. Das am 2. Tage 
nach der Beimpfung sichtbare Wachstum erreicht etwa am 10. Tag sein 
Maximum, das Gewicht des Mycels nimmt von diesem Tage an, durch 
autolytische Prozesse bedingt, stark ab. Sowohl die Kohlenstoffquelle 


1 Der Farbstoff hat inzwischen den Namen ,,Actinomycin C* erhalten; vgl. 
H. Brockmann und N. Grusyorsr, Naturwiss. 36, 376 (1949) 
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als auch die Stickstoffquelle sind zu diesem Zeitpunkt noch nicht er-— 


schépft. Welchen Grund das friihe Einsetzen der Autolyse hat, bleibt noch 


y 
t 
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ungewiB. Ob der gelbe Farbstoff die Autolyse beschleunigt, oder ob seine — 
Entstehung eine Folge der Autolyse ist, mu8 noch geklart werden. Wir hal- | 
ten das letztere fiir wahrscheinlich, obwohl nach Angaben von GRUBHOFER 
(1949) bisher niemals Wachstum ohne gleichzeitige Farbstoffbildung 


beobachtet wurde!. Mit 
dem Einsetzen der Autolyse 


| | | | | 
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der Kulturlosung stark an, 
-um dann nach dem 22.—24. 
Tag wieder abzusinken. Pa- 


die Kurve des entstandenen 
Farbstoffes. Der Amino- 
stickstoff in der Kultur- 


vom 8.—10. Tag seinen 
Wert nicht mehr. Das ist 
besonders hervorzuheben, 
da man eigentlich mit dem 
Einsetzen der Autolyse auch 
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stickstoffs erwarten sollte. 
Ahnlich gleichmaBig ver- 
tae laufen die Kurven fiir den 
0 r 8 2 20 &  28lage py- und rq-Wert. Bei Be- 
Abb. 1. Actinomycetenstamm 1a; Kulturin synthetisch er ginn der Autolyse steigt 

ree durch Ammoniakbildung 


o —— -O 14/y Mycelgewicht in mg. ‘e 
oe eee ape. der px-Wert  starker an. 
x*—--+--—xX TH. ; 
+ —..—.—-+ "Js der Menge an Milchzucker in mg. Daf die Reduktionskraft 
o——-——. "J, der Menge an Nitrat in mg. des wachsenden Mycels gré- 


Ber ist als die des autoly- 


steigt der Ammoniakgehalt — 
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rallel zu dieser Kurve liegt — 
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lésung andert praktisch — 


einen Anstieg des Amino-— 


4 4 v ° ° : 
sierenden, ist verstiindlich. An anderen aeroben Actinomycetenstimmen 


durchgefiihrte Versuche zeigten, das auch hier der rg-Wert fast immer 
in dem Bereich von + 0,01 bis + 0,11 Volt liegt. 

Bemerkenswert sind ferner die auch bei Wiederholung des Versuches 
aufgetretenen Schwankungen des Mycelgewichtes nach dem 16. Tag. Es 
ist anzunehmen, da es sich hier um eine zeitweise Wiederaufnahme des 
Wachstums, gefolgt von erneuter, verstirkter Autolyse, handelt. Ahnliche 
Ergebnisse beschreiben Wooprurr u. Ruger (1948) sowie DULANRY u. 


. ' R. Grorne hat in einer Dipl.- Arbeit (Gottingen 1949) diese Fragen speziell 
bei submerser Kultur experimentell bearbeitet. 
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PERLMAN (1947) an einem streptomycinbildenden Stamm von Strepto- 
myces griseus in prolinhaltiger Nahrlésung. Auch hier setzt die Bildung 
des Antibiotikums wie bei uns die des Farbstoffes erst im Verlauf auto- 
lytischer Prozesse starker ein. Im Gegensatz dazu fanden WAKSMAN und 
Mitarbeiter (1946), daB sowohl bei Ruhekulturen als auch bei submersen 
Kulturen von Streptomyces griseus die maximale Streptomycinkonzen- 
tration gleichzeitig mitdem 2 
maximalen Mycelgewicht 
erreicht wurde. WaKSMAN 7% 
verwendete dabei eine 
Nahrlosung mit Pepton, % 
Fleischextrakt und Glu- 
cose. be 
Der Stickstoffgehalt des 
Mycels bleibt abgesehen 
von einem flachen Maxi- 
mum zur Zeit der begin- 
nenden Autolyse verhalt- 
nismaBig konstant zwischen 
8 und 10%. Um _ fest- 
zustellen, welche Amino- 
sduren in dem Mycel vor- 
lagen, haben wir das Mycel é 
mit Schwefelsiure hydroly- Wee 
siert und nach entsprechen- r ia Nie See 
der Aufarbeitung das neu- eee ed 
trale, leicht gelblich ge- f 4 : en aed ae ae 
Chia Hy drolysa be ante Abb. 2. Se tae a a gel in synthetischer 
sucht. Mit den wtblichen o———o__1/,, Mycelgewicht in mg. 
Farbreaktionen konnte das SS = @ 50facher Wert der Extinktion bei Ver- 


wendung von Farbfilter 2. 


Vorhandensein folgender *~—-:-—-:—%X % N im Mycel. 
é if bes jmilcorceare Bio ee O NH,-Stickstoff in mg 
Aminosiuren wahrschein- 4 —.—.—+ Nu,-Stickstoff in mg 


lich gemacht werden: 


ic +) = 


Mycelgewicht 


+ 


(3 sctinktion 


} in der Lésung. 


Xanthoproteinreaktion positiv | 

Mittonsche Reaktion - Tyrosin 
Pauuische Reaktion a: J 

Alkalische Bleisalzlosung, positive Reaktion Cystin 
Phthaldialdehydreaktion positiv Glykokoll 


Mit Hilfe der Methode der Chromatographie an Filtrierpapier wurde 
auBerdem das Vorkommen von Asparaginsaure, Glutaminsaiure und 
Alanin wahrscheinlich gemacht. Ob dariiber hinaus noch weitere Amino- 
siuren in dem Mycel, bzw. im Hydrolysat vorhanden sind, bedarf noch 

13* 
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der weiteren Bearbeitung!. Das Vorkommen der genannten Aminoséuren 


. . “- : 
im EiweiS von Mikroorganismen ist in keiner Weise tiberraschend. 


Schon ABDERHALDEN und Rona stellten im Jahre 1905 fest, dai im 
Mycel von Aspergillus niger Asparaginsiure, Glutaminsaure, Glykokoll, 
Alanin, Tyrosin und Leucin vorhanden sind. 


In einem orientierenden Vorversuch mit nur 6 Kolben wurde die Frage 


gepriift, ob bei Zusatz von Mycelhydrolysat zur Kulturlésung sich die 
Entwicklung des Stammes 


— 


4 Patties! | |] férdern laBt. Die Ergeb- 
a j (Hydrolysat) a |} nisse sind‘in der Abb. 3 
| Vextin tion | dargestellt. Neben einer — 

2B = y (Hycroysot)| | Steigerung des Mycelge- 
/ | : wichtes auf fast das Dop- 

24 Ze 544 | pelte konnte auch die 
pra : Farbstoffbildung erheblich 

20 i Ke A verstarkt werden. Bemer- 

Extinktion \», 


die Kulturen mit Hydro- 


6 Tagen sichtbares Wachs- 
tum zeigten. DaB diese Er- 


8 cE — scheinung wahrscheinlich 
a ae " ene 

Mycelgewicht auf eine spezifische Hemm- 

y ——fNifea wirkung der Aminosiuren 

aus dem Hydrolysatzuriick- 

0 XY 8 72 = 6 : 20 : oY 28Tage zufiihren ist, bewies ein 

Abb. 3. Actinomycetenstamm 1a; Kultur mit und ohne Versuch mit gleichzeitigem 

Zusatz von Mycelhydrolysat. Nitratzusatz, bei dem das 
Hydrolysatnihrboden © © Mycelgewicht in mg. * . 

o—-——-—o 80fache Extinktion. Wachstum die gleiche Ver- 

Nitratnihrboden @—-+—-+@ Mycelgewicht in mg. zogerung wie auf dem Hy- 

oe e 8s0fache Extinktion. 


drolysatniihrboden  zeigte. 
Auch durch Zusatz von Ammonphosphat lief sich die anfingliche 
Hemmwirkung des Hydrolysats nicht aufheben. 


Versuchsteil. 


Zusammensetzung der Kulturlésung (Vorschrift nach GRUBHOFER): 

20 g Milchzucker, 8,5 g Natriumnitrat, 0,5 g sek. Kaliumphosphat, 0,5 g Natrium- 
chlorid, 0,5 g Magnesiumsulfat, 0,01 g Ferrosulfat in 11 Wasser. 

Je 50 cm* dieser Lésung wurden in 200 em? ERLENMEYERKolben sterilisiert und 
danach der py-Wert auf 7,2 eingestellt. Brutraumtemperatur 24—26° C. 


Zur Bestimmung des Myceltrockengewichtes wurde 3 Std _ bei. 90° 
getrocknet, 


' Vgl. Diplomarbeit G. Grorun, Gottingen 1949, 


(witrot) | Kenswert ist ferner, dab 
| 


lysatzusitzen erst. nach ~ 
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Bestimmung des Gesamtstickstoffes im Mycel. 20—40 mg des pulveri- 
sierten und iiber Phosphorpentoxyd getrockneten Mycels wurden mit 3 cm? 
selenhaltiger konzentrierter Schwefelsiure unter Zusatz von etwas Kupfersulfat 
und Kaliumsulfat verascht. Das nach dem Versetzen mit 30% iger Natronlauge 
freiwerdende Ammoniak wurde im Dampfstrom abdestilliert und in n/100 Salz- 
' sdure aufgefangen. Titration mit Methylrot-Methylenblau (Indikator nach GRoak). 


Die Bestimmung des rg-Wertes erfolgte mit der von der Firma Merck in 
den Handel gebrachten Reihe von 12 Indikatorfarbstoffen. Diese Reihe reicht vom 
Neutralrot (—0,32 Volt) tiber Methylenblau (+ 0,01 Volt) bis zur Diphenylamin- 
sulfonsdure (> + 0,23 Volt). Die MeBrohrchen (THuUNBERG-Réhrchen) wurden nach 
der Zugabe des Indikators auf py = 7 gebracht, evakuiert und bei 27° die Farbung 
bezw. Entfarbung abgelesen. Wahrend die fiir die Kulturlésungen gemessenen 
Werte sich praktisch wihrend des Wachstums nicht anderten, zeigten Suspensionen 
von mit Sand zerriebenem Mycel in Wasser im Laufe des Wachstums den in Abb. 1 
dargestellten Wechsel des rq-Wertes. Die Genauigkeit der Methode ist entsprechend 
den Umschlagsbereichen der Farbstoffe nicht sehr groB, reicht aber fiir orientierende 
Vorversuche aus. 


Bestimmung des Aminostickstoffes in der Kulturlésung. Die vom My- 
cel befreite Kulturlésung wurde auf 50 cm? aufgefiillt und davon entsprechende 
Teile zur Bestimmung des Aminostickstoffes nach der Methode von vaAN SLYKE 
verwendet (Mikroapparatur nach van SLYKE; PREGL-RoTH, Quantitative organische 
Mikroanalyse S. 210, 1946). 


Der Ammoniakgehalt der Kulturlésung wurde durch Abdestillieren des 
nach Zugabe von Lauge freiwerdenden Ammoniaks und Titration analog der 
KsELDAHL-Methode bestimmt. Diese und alle anderen Werte sind auf 50 cm? Kul- 
turldsung umgerechnet. 

Die Bestimmung des pp-Wertes erfolgte mit dem Ionometer von LAUTEN- 
SCHLAGER unter Verwendung einer Chinhydronelektrode. 

Die Bestimmung des Milchzuckers wurde durch Umsetzung mit Feru- 
Lin@scher Loésung vorgenommen. 

Die Bestimmung von Nitrat. Durch Reduktion mit Drewarpascher Le- 
gierung wurden alle Nitrationen zu Ammoniak reduziert. Das Ammoniak wurde 
wie tiblich bestimmt. Vom erhaltenen Wert wurde die vor der Reduktion bestimmte 
Menge Ammoniak abgezogen. 

Die Bestimmung der Farbstoffmenge. Die Extinktion der Lésung als MaB 
fiir die Menge des vorhandenen gelben Farbstoffes wurde im ZEIss-PULFRICH- 
Stufenphotometer mit dem Filter 2 (450 my) bestimmt. 

Die Papierchromatographie des Mycelhydrolysats wurde in einem Phenol- 
Wasser-Gemisch unter Zusatz von Ammoniak durchgefiihrt. Lange der Papier- 
streifen (WHaTMAN Nr. 1) 45—50 cm, Breite 4cm, Dauer des Chromatogramms 
ungefahr 20 Std, Trocknung der Streifen bei 110°, Besprithen mit 0,1% iger bu- 
tanolischer Ninhydrinlésung und erneute Trocknung. Die Farbflecke wurden mit 
den entsprechenden Flecken aus einem Kontrollversuch verglichen und daneben 
die Lage des Farbfleckes im Vergleich zu der Gesamtlange des Chromatogrammes 
bestimmt (Ryp-Wert). 

Die Zusammensetzung der Kulturlésung bei Verwendung von Hydrolysat war: 
20 g Milchzucker, 16,8 g Hydrolysat — (12,1% Stickstoff), 0,5 g sek. Kalium- 
phosphat, 0,5 g Kochsalz, 0,5 g Magnesiumsulfat, 0,01 g Ferrosulfat in 11 Wasser. 


Herrn Prof. BRockMANN danken wir fiir das der Arbeit entgegengebrachte 
Interesse. 
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Zur Ernihrungsphysiologie des Pilzes der 
Xanthoria parietina. 


Von 
INGEBORG AM ENDE, geb. Stiss. 


Mit 6 Abbildungen. 
(Hingegangen am 1. September 1949.) 


Die Untersuchung kniipft an die mehrfach von TosLer zum Ausdruck 
gebrachte Ansicht an, daB es bei erndhrungsphysiologischen Beob- 
achtungen an Flechten wichtig ist, die Ernihrungsbedingungen fiir Pilz 
und Alge getrennt zu erfassen, um das Problem ihrer Symbiose zu lésen. 
Daher werden hier die Nahrstoffanspriiche des Pilzes zu erforschen 
gesucht, wobei zunachst die C- und die N-Assimilation im Vordergrund 
stehen und hinsichtlich ihrer morphologischen Auswirkung untersucht 
werden. Hs sollten sich hieran weitere Untersuchungen iiber die fiir die 
Entwicklung wichtigen Wirkstoffe anschlieBen, wo ebenfalls die Be- 
einflussung der Morphologie im Vordergrund stehen mu. Durch die 
ganzliche Zerstérung des Instituts wurde die Ausfiihrung dieses Teiles 
der Arbeit unméglich. Doch hat inzwischen ToBLER (1944) einen Beitrag 
hinsichtlich der Keimung geliefert. 


Methodik. 


1. Hinsporenkulturen: Ausgangsmaterial war ein kraftig unter Wasserstrahl ge- 
reinigter Thallus, aus dem ein Apothecium vorsichtig herausgelost und auf einen 
Objekttrager mit Glasring gebracht und in einem Flissigkeitstropfen (Wasser oder 
Nahrlésung) zerquetscht wurde. Aus dem entstehenden Brei wurden die Sporen 
mittels des Mikromanipulators isoliert und auf festen Nahrboden in der iiblichen 
Form des Hangetropfens tibertragen. Die Kulturen wurden bei Zimmertemperatur 
in feuchten Kammern aufbewahrt. Ahnliche Versuche mit Hyphenbruchstiicken 
hatten keinen Erfolg. 

2. Kultur von ejakulierten Sporen: Kin Stiick Flechtenthallus wurde wie bei 1. 
auBerlich gereinigt, dann ein einzelnes Apothecium herausgelést und auf einen 
Ringobjekttrager gebracht. Uber dem Ring lag in Héhe von 3,5 mm das Fang- 
deckglischen. Der Spannungszustand zur Hjakulation stellte sich sehr rasch ein. 
Ubereinstimmend mit Fatck u. THomas und im Gegensatz zu Bartusce erfuhr 
der Ejakulationsvorgang durch iiberschiissige Feuchtigkeit keine Hemmung. Die 
feucht in dem Ring liegenden Apothecien ejakulierten nach etwa 4 Std. Die relativ 
lange Dauer bis zur Ejakulation, die Barruscn angibt, diirfte im Alterszustand 
des Apotheciums begriindet sein. Bei alteren hat die Quellungsfahigkeit der Ascus- 
winde eine Beeintrachtigung erfahren. Die gleichzeitig stattfindende Verdunstung 
der Fliissigkeit am Apothecium hat keinen EinfluB auf den Vorgang. Um das Aus- 
schleudern zu groBer Sporenmengen auf ein Fangglaschen zu verhindern, wurde 
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der Vorgang unter dem Mikroskop verfolgt und jeweils nach Ausschleudern von 
1—3 Sporenhaufchen (also nach wenigen Sekunden) ein neues Fangglaschen auf- 
gelegt. Auf diese Weise wurden Reihen von Kulturen erhalten, die einheitlicher 
Art waren. So waren bei einer Gesamtdauer der Ejakulation von */, Std keine 
Unterschiede im Alter oder Reifegrad der Sporen zu beriicksichtigen, die Keimkraft 
also als gleichmafBig anzusehen, wie sie Tuomas fiir den Fall langerer Ejakulation 
erwaihnt. Indessen war diese Annahme insofern nicht ganz zutreffend, als die 
Keimkraft doch ungleich war innerhalb kurzer Ejakulationszeit. Eine gewisse 
Streuung scheint bei ernahrungsphysiologischen Untersuchungen unvermeidlich. 
Wrnpiscu erblickt Ursachen dafiir in der Abhangigkeit der Verhaltnisse von Licht, 
Temperatur und Feuchtigkeit. 


Immerhin gestattet eine Einsporkultur, die Keimung und das Wachstum der — 


Sporen auf bestimmtem Nahrboden genau zu verfolgen, wahrend die Ejakulation 
als Ausgang oft Beeinflussung durch Infektion erfahrt. Aber bakterienfreie Kul- 
turen von Flechtenpilzen sind gewiB als etwas Ungewéhnliches zu werten, da sie 
in keiner Weise den natiirlichen Verhaltnissen entsprechen. Wenn es sich allerdings 


~~ 


darum handelt, zunaichst den EinfluB der Nahrstoffe festzustellen, so ist Rein- — 


kultur unentbehrlich. DaB den Stoffwechselprodukten von Pilzen und Bakterien 


ein Einflu8 auf die Entwicklung des Flechtenpilzes zuzuschreiben ist, ist klar. — 


Die Keimung erfuhr in den beobachteten Fallen oft eine Férderung, waihrend das 
weitere Wachstum gehemmt wurde. Das stimmt zum Teil mit den Angaben von 
WINDIscH tiberein, der in HAGHLUND-ALMSOLECHNERScher Nahrlésung einerseits 
Keimung der Bombardia-Sporen nur in Gegenwart von Bakterien beobachten 
konnte, andererseits aber auch durch Zugabe von 0,5% Asparagin Keimungs- 
hemmungen durch Bakterien und Lufthefen feststellte. Das Ma der Fremd- 
infektion mag fiir verschiedenes Verhalten der Sporen bei der Keimung Ausschlag 
geben. Hierzu stimmen auch die Beobachtungen von TosBLER (1944). Positive 
Ergebnisse hinsichtlich Wirkung von Fremdinfektion erzielte Frres bei der Kei- 
mung von Lycoperdon-Sporen, die nur so erfolgte. Nach ihm wirken Bakterien, 
Hefen und verschiedene Hyphenpilze dabei anregend. Und er konnte auch nach- 
weisen, da nicht ein in das Substrat diffundierender Stoff die Wirkung ausiibt, 
sondern daB durch die Tatigkeit jener Organismen eine Eliminierung oder Neu- 
tralisierung von die Keimung hemmenden Stoffen erfolgt. Der Vorteil der Ejakula- 
tionsmethode liegt tibrigens darin, da man bei der Betrachtung einer kleinen 
natiirlichen Einheit, eben der 8 Sporen eines Ascus, erkennen kann, ob es sich um 
normal entwickelte und nicht um Degenerationsformen handelt. Erwiinscht wire 
an sich eine Kombination der beiden Methoden (so wie sie THomas fiir seine Rein- 
kulturen verwandte) der Art, daB man die ejakulierten Sporen mit Mikromani- 
pulator von einander trennt und isoliert. Hierauf mute ich aber verzichten, weil 
der Mikromanipulator mir spater nicht mehr zur Verfiigung stand. 

Fiir eine Reihe von Versuchen iiber die Keimfahigkeit durch Luftbewegung ver- 
schieden weit verbreiteter Sporen benutzte ich die besonderen Kulturkélbchen fiir 
Flechten wie sie ToBLER (im Anschlu8 an MOLLER u. Zorr) vielfach verwendet hat. 


Mein Flechtenmaterial stammte teils aus der Umgebung von Gottingen, teils 
vom Boden- und Starnberger See, von Fanoe und aus WestpreuBen. Unterlagen 
waren dabei verschiedene: Obstbiume, Weiden, Platanen, totes Holz, Mauern, 
Kisenbahngelander. Unterschiede wurden aber nicht bemerkt, die Unabhangigkeit 
von der Unterlage ist offenbar weitgehend vorhanden. 


Die Aufbewahrung des Flechtenmaterials geschah unter Glasglocken am Fenster 


bei etwa 18°C und geringer Luftfeuchtigkeit. Zur Vermeidung von Verpilzung 
wurde ein Schalchen mit Nelkenél beigegeben. Bei zeitweiligem Befeuchten hielten 
sich die Thalli lingere Zeit frisch. 
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I. Kohlenstoff-Assimilation. 


Die verschiedenen Mineralsalze wurden dem Nahrboden zugesetzt, 
um das den Pilzen Notige zu bieten. Die Wahl der Verbindungen fiir die 
Deckung des Bedarfs an C und N geschah mit Riicksicht auf die Stoff- 
wechselprodukte der Algen, die fiir den Pilz in Frage kamen. Als solche 
kamen in Betracht: Glykogen, Erythrit, Starke, Inulin, Mannit, Glucose 
und Fructose. Daf auch andere Stoffe verwendet wurden, geschah in der 
Annahme, daf in der Symbiose beide Partner nicht unter optimalen 
Verbindungen leben, was die Untersuchungen von Tuomas bewiesen 
haben. Es kann durchaus giinstige Nahrstoffquellen geben, die im natiir- 
lichen Stoffwechsel der Flechte nicht auftreten. 

Die C-Anspriiche des Flechtenpilzes wurden zunaichst an Einspor- 
kulturen untersucht. Neben Bierwiirze-Agar kamen, der Fragestellung 
dieses Kapitels entsprechend, nur genau definierte Substrate zur An- 
wendung. 


Nahrlosung A: in 100 cm? aqua destillata 0,1 g Asparagin, 0,05¢ 
MgHPO,, 0,15 g KH,PO,, 0,5 g C- Quelle, 1,5 g Agar. 

In den Einsporkulturen wurden zunachst nur Erythrit und Pectin als 
C-Quellen geprift. Die Losung kam in der angegebenen Konzentration 
und 1—10facher Verdiinnung zur Anwendung. Von der Bierwiirze wur- 
den Verdiinnungen 1 : 50, 1 : 500 und 1 : 1000 mit 1,5°% Agar verwendet. 


Nahrlosung B: in 100 cm® aqua destillata 0,02 g Pepton, 0,02 g 
Liebigs Fleischextrakt, 0,06 g Glycerin, 1,5 g Agar. Die Nahrlosung B 
wurde auSerdem noch in 2- und in 10facher Verdiinnung verwendet. 

Die Beobachtungen iiber Sporenkeimung und Wachstum auf den ver- 
schiedenen Boden ergaben folgendes: 

Erythrit und Pectin haben giinstigen EinfluB auf die Entwicklung 
des Pilzes. Sporen keimten meist am 1. oder 2. Tage nach der Isolierung, 
z. T. bipolar, z. T. unipolar. M6LLERS Beobachtung, daB bei dem Pilz 
von Lecanora subfusca bipolare Keimung in Nahrlésung, unipolare in 
Wasser vorherrsche, war fiir den Pilz von Xanthoria nicht zutreffend. 
Oft keimten beide Sporenzellen gleichzeitig und gleichmabig aus, spater 
konnte das Erzeugnis einer Seite zuriickbleiben. Es kam auch vor, dal 
zunachst nur die eine Zelle keimte, aus ihr aber nach einigen Tagen noch 
ein zweiter Keimschlauch entsproBte, der den ersten aufholte und sich 
verzweigte. Nach weiteren Tagen keimte auch die zweite Zelle. Keimung 
nur aus einer Zelle war selten. Nur in seltenen Fallen kamen Hyphen an 
beliebigen Stellen der Spore hervor oder zwei Keimschlauche aus einer 
Zelle. Es konnte wohl auch bei ungleichzeitiger Keimung das Mycel der 
spater gekeimten Zelle sich besser entwickeln. Ganz allgemein bestand 
der Eindruck, daf nach einmal erfolgter Keimung die nachtraglich 
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gebildeten Hyphen zu lebhafterem Wachstum angeregt wurden. Die Ver- 
zweigungen waren meist ersten und zweiten, selten dritten Grades. Die 
Wirkung des Pectinagars von 0,5% entsprach der des 0,05% igen Ery- 
thrits. Auftreten der ersten Verzweigung erfolgte bei Erythrit 0.5%, nach 
5—6 Tagen, bei 0,05% nach 4 Tagen und bei Pectin 0,5% nach 5 Tagen. 
Unterschiede in der Art der Verzweigung waren nicht zu beobachten, 
der Wuchs aber war auf Erythrit gedrungener als auf Pectin. Bei Bier- 
wiirzeagar hatte die geringste Konzentration (Verdiinnung 1: 1000) 
keine Wirkung, nur wenige Sporen keimten, ihre Entwicklung blieb 
gering. Es fiel dabei auf, da bei manchen Sporen die Membran nach 
einiger Zeit platzte und der 6lig-kérnige Inhalt austrat, oder dafS nach 
Keimung der einen Zelle die andere glasig wurde und platzte. Der Grund 
hierfiir ist, wie sich spater ergab, geschwichte Keimkraft, die nicht in 
aiuBerer Deformierung erkennbar wird. Von den weiteren Bierwiirze- 
konzentrationen hatte | : 500 giinstigere Wirkung, verschiedene Wuchs- 
formen traten nicht auf. Bei 1: 500 erfolgte Keimung am zweiten, bei 
1:50 am dritten Tage. Verzweigung stellte sich am 4. oder 5. Tage und 
bei 1 : 50 (wenn iiberhaupt) am 6. Tage ein. Der Wiirzeverdiinnung von 
1:500 entsprach eine Maltosekonzentration von etwa 0,07°. Ver- 
glichen mit Erythrit und Pectin war Bierwiirze weniger gut. 

Gly cerinnahrboden hatte in allen drei Konzentrationen gleich guten 
Erfolg. Keimung am |. oder 2. Tage, Verzweigung meist am4. Tage. Unter- 
schiede in der Mycelbildung traten nicht auf. Hinsichtlich der Entwicklung 
des Pilzes kam der Glycerinnahrboden dem mit Erythrit und Pectin gleich. 

Es wurden insgesamt 118 Sporen isoliert, von denen 83 keimten. Eine 
Anzahl wurde nach etwa 14 Tagen, sofern sie keinerlei Infektion zeigten, 
auf Schragagar des entsprechenden Nahrbodens tibertragen und fiir 
Reinkulturen aufbewahrt. Nach 3 Monaten hatte ein Teil davon GréBen 
von 0,5—l mm Durchmesser erreicht, das Mycel bildete ein zartes, 
gelblichweiBes Képfchen auf der Oberfliche des Agars oder z.'T. in ihm 
(je nach Fiihrung der Impfnadel). Hier wiesen im Gegensatz zu dem fiir 
die Mikrokulturen Angegebenen die auf Bierwiirzeagar recht gutes 
Wachstum auf. Man kann vermuten, daf die Wirkung eines Substrates 
vom Alter des Flechtenpilzes abhiingt. Nach weiteren 7 Monaten zeigten 
diese Kulturen verschiedenartiges Aussehen. Teilweise waren stecknadel- 
kopfgroBe Gebilde von gelblicher bis rétlicher Farbe entstanden, von 
denen weiBes Mycel ins Substrat ausstrahlte. In einer Kultur bildete der 
Thallus einen fast dunkelbraunen, kompakten Klumpen auf der Substrat- 
oberfliche, von dem kein faidiges Mycel hineinging. Bei dieser Form trat 
auch schwache Rotfairbung des Niihrbodens auf (vielleicht Bildung einer 
Flechtensiure). 

Zwecks Erlangung eines allgemeineren Uberblickes iiber die Ergeb- 
nisse der Einsporkulturen und Beriicksichtigung der oben erwiihnten 
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Streuungen wurden auch zahlreiche Sporen gleichzeitig im Hangetropfen 
beobachtet. Ein Vergleich der Sporenqualitat aus verschiedenen Apothe- 
cien ergab, dafs solche aus 0,5—1 mm grofen Apothecien die ginstigste 
Entwicklung zeigten. Diese Beobachtung steht nicht unmittelbar im 
Gegensatz zu der Angabe von RAmscu, wonach der Keimungsprozentsatz 
am gr6Bten sein soll bei den Apothecien, die noch knospenférmig ge- 
schlossen sind. Die aus diesen stammenden Sporen besitzen wohl den 
zur Keimung n6étigen Reifegrad, sind aber fiir eine giinstige Weiter- 
entwicklung noch zu jung. Entsprechend dem reichlichen Feuchtigkeits- 
grad entwickelten sich die Kulturen in Haingetropfen recht gut. Bei dem 
Agarnahrboden war die Gefahr des Wasserverlustes wahrend der Ejaku- 
lationsdauer groBer. Ein geringerer Agargehalt als 1,5°% lieB keinen Ein- 
fluB erkennen. Diese Beobachtungen stehen nicht im Einklang mit den 
Angaben von THomas und der bei ihm zitierten Literatur, seine Kultur- 
versuche in fliissigen Medien verliefen simtlich negativ, nach meiner 
Erfahrung waren solche wohl geeignet. 


Als C-Quellen wurden dem Pilz geboten: 


Pectin, Glucose, Mannit, Aesculin, 
Saccharose, Lactose, Tnosit, Amygdalin, 
Maltose, Glycerin, Glykol, Salicin. 
Lavulose, Erythrit, lésl. Starke, 


Die Konzentration der im weiteren Verlauf gepriiften Substrate wurde 
etwas geringer gewahlt. 

Nahrloésung C: in 100 cm aqua destillata 0,05 g N- Quelle, 0,025 g 
MgHPO,, 0,07 g KH,PO,, 0,25 g C- Quelle. 

Am 1. Tag nach der Ejakulation zeigten die Erythrit- und Pectin- 
kulturen, in einem Falle auch die Kontrollen, Anfangsstadien der Kei- 
mung, diese auch hier nicht einheitlich ein- oder zweiseitig. Pilze in 
Pectin-, Erythrit- und Maltosel6sung hatten wahrend der ersten Tage 
eine auBerordentlich gute Entwicklung, die aber nicht immer so blieb. 
Namentlich die Erythritkulturen wuchsen anfangs am schnellsten, liefSen 
dann aber gegeniiber den anderen nach. 

Vergleich des Wachstums auf verschiedenen Substraten. 
Nach der Keimung traten bis zum 4. oder 5. Tag keine habituellen Unter- 
schiede auf. Nach 5 Tagen waren erhebliche GréSenunterschiede bemerk- 
bar. Das beste Wachstum hatten stets die Pectinkulturen, fast ebenso 
gut erwiesen sich Glucose und Maltose. Glykol und Inosit wirkten 
wachstumshemmend. Es ist moglich, da hieran die Konzentrationen 
schuld sind. Ihr etwaiger Einflu8 wird spiter behandelt. Einige Zahlen 
mogen die Wachstumsmasse nach 8 tigiger Kultur belegen: 

Durchschnittsgr6Be bei Pectin 104,9 wu Kontrolle 58,7 4 

Glucose 90,4 lu Glykol 36,6 1 
Maltose 83,2 us 
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In diesen Durchschnittswerten ist die Lange der Sporen (20—25.1) 
mitenthalten. Die Beobachtung von Keimung und weiterem Entwick- 
lungsverlauf legen die Vermutung nahe, daB die Keimlinge erst nach 
4—5 Tagen die C-Quelle in Anspruch nehmen, dafi diese also auf die 
ersten Stadien keinen Einflu8 hat. Es erscheint daher richtig, auf Fragen, 
die sich im Zusammenhang damit ergeben, hier etwas naher einzugehen. 
Zuerst beriithrten sie UBER und Gopparp, sodann ging WINDISCH mit 
der Untersuchung des Einflusses organischer Sauren auf die Sporen- 
keimung von Bombardia lunata in 
biologischer Hinsicht weiter. Auch 
ToOBLER AuBert mehrfach, da Kei- 
mung und Entwicklung besser zu 
trennen waren. WINDISCH trennt 
die Keimung als einmaliges Ge- 


Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. Pilz ohne C- Quelle (Kontrolle), 18 Tage alte Kultur. Vergr. 140 x. 
Abb, 2. Pilz mit 0,25°4 Pectin, 18 Tage alte Kultur. Vergr. 200 x. 


schehen scharf vom Wachstum. Die Keimung ist physikalisch bedingt, 
unabhangig von chemischen Hinfliissen. Daher ist die Keimung hinsicht- 
lich der Niihrstoffe nur vom Vorrat in den Sporen gewahrleistet, das 
Nahrmedium spielt keine Rolle. Hierzu passen meine obigen Angaben 
recht gut. 

Neben dem Tempo und Grad des Wachstums beanspruchte aber die 
Wuchsform der Mycelien besonderes Interesse. Um darin Unterschiede 
verzeichnen zu kénnen, war eine Kulturdauer von wenigstens 9 Tagen 
erforderlich. Auch darin spricht sich aus, daB die Keimlinge erst nach 
4—5 Tagen die C- Quelle in Anspruch nehmen, so da erst dann Unter- 
schiede bemerkbar werden. Die N-Quelle blieb bei allen die gleiche 
(Asparagin). 

Kontrollkulturen (ohne C) zeigen schlanke, geschwungene Wuchs- 
form (Abb. 1). Die Hyphen (mit nur undeutlicher Septierung) zeigen fast 
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gleichmafige Dicke. Basal- und Spitzenzellen sind kaum unterschieden 
darin. Nach 9tigiger Kultur treten Verzweigungen ersten und zweiten 
Grades auf. Die Sporenzellen haben dann noch reichlichen Inhalt. 


Pectinkulturen (Abb. 2) wiesen den schon bei den Einzell-Kulturen 
erwaihnten schlanken, baiumchenférmigen Wuchs auf. Kinseitige Kei- 
mung ist bevorzugt. Sporen und die etwas angeschwollenen basalen 
Hyphenzellen haben 6lig-kérnigen Inhalt. Verzweigung reichlicher als 
bei den Kontrollen. 


Glucosekulturen haben starke Quellung der Sporen: ihr Inhalt ist, 
ebenso wie der der Hyphenzellen, reicher an Fett- und Oltrépfchen. Die 
Gestalt der Zellen ist — nicht nur basal 
— oft tonnenformig. 


Maltosekulturen (Abb. 3) ahneln 
im Wuchs den Kontrollen und zum 
Teil auch den Glycerinkulturen: Die 
Hyphen sind schlank und geschwungen, 
die Septierung ist undeutlich. 


Ganzlich anders sind die Saccha- 
rose kulturen. Die Sporen sind stark 
geschwollen, zum Teil zerplatzt und 
der Inhalt ausgetreten. Die Form der 8 
Hyphenzellen ist kugelig-oval (ahnlich 445, 5, pitz mit 0,25 */, Maltose, 18 Tage 
bei THomas und Uberernahrung mit alte Kultur. Vergr. 200 x. 

4% igem Malzagar). Man mu daraus 

nicht (wie es THomMaAsS tat) auf Aufnahme von Nahrstoff durch die Sporen 
schlieBen, da die Saccharosekonzentration (0,25°%,) doch recht gering ist. 
TOBLER hat darauf hingewiesen, da allgemein doch nur sehr geringe Kon- 
zentrationen fiir ein dem natiirlichen entsprechendes Wachstum in Frage 
kommen k6énnen. Es wurden im Hinblick hierauf verschiedene Konzen- 
trationen von Saccharose gepriift: 0,25%, 1% und 4%. Schon bei 1% 
traten auBergewohnliche groBe kugelige Zellen auf, ihr Durchmesser 
betrug 9,4“, wahrend normal die Pilzhyphe 4,5 wu hat. Bei geringen 
Unterschieden schwacher Konzentration (z. B. 0,25 und 0,5%) waren 
keine Unterschiede bemerkbar; wo solche etwa vorlagen, hatte die 
héhere Konzentration hemmenden Einflu8 und erzeugte gedrungenere 
Form. Nun hat auch Winpiscu bei Bombardia lunata durch Zusatz von 
Weinsiure (0,075 und 0,067°%) Keimblasen von 4—5 facher GroBe erzielt, 
die er als Nahrstoffwirkung der Siure anspricht, ohne aber die Méglich- 
keit einer Bedeutung des pg-Wertes auszuschlieBen. Bei meinen Unter- 
suchungen lag ein solcher EinfluB des px-Wertes niemals vor. Die 
pu-Messungen wurden mit dem Lautenschlagerschen Ionometer aus- 


gefiihrt und ergaben: 
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Glycerin! fares 6315; Maltoses sor kaaeies 5,89, 
Glircoses 2 2. nes 6,54, Tnositigeeacteatare 6,26, 
awuloserse pete Osa GiyKolee smear 5,96, 
Saccharose ...... 6,18, CY ORL. ye ter 6,18, 
POCtiiiewe.. bree eee 4,80, iKontrollet. «cc 6,06. 


Man sieht, da& Glycerin und Inosit etwa gleichen py-Wert haben, aber 
véllig verschiedene Bilder der Entwicklung ergeben! Auferdem wurde 
auch noch die Wirksamkeit einer C-Quelle, des Pectins, mit variiertem 
pu-Wert gepriift: es konnten keine habituellen Unterschiede beobachtet 
werden. Bei Saccharose aber ergab sich mit dem pq-Wert ein Unter- 
schied, es fehlte der gedrungene Wuchs. Méglicherweise wird hier bei 
verandertem py die Aufnahmefihigkeit der Zellen fiir die C- Quelle herab- 
gesetzt. In Ubereinstimmung mit THomas befinde ich mich hinsichtlich 
der Annahme, daf ein optimales pq-Bereich fiir unseren Pilz bei 5,2 bis 
6,4 liegt. Dementsprechend wurden die Nahrlésungen, deren pq-Wert 
auBerhalb davon lag, mit KOH auf 6,2 (Bromthymolblau) eingestellt. 


Lavulosekulturen dhnelten den Saccharosekulturen, aber Quel- 
lung und Deformierung der Sporen war weniger auffallig. 

Glycerinkulturen wiederum ahnelten denen von Maltose und den 
Kontrollen. In einzelnen Fallen aber war ein vollig anderer Verzweigungs- 
typ zu sehen: der Wuchs war auffallend gedrungen und sparrig. Be- 
merkenswert war hier stets die Dichte des Mycels. 

Weniger giinstig als nach den Einsporenkulturen zu erwarten, fielen 
die Erythritkulturen aus. Der Wuchs des Mycels war gedrungen, 
kuglige Aufquellung vieler Zellen haufig, Hyphen und Sporen hatten 
wenig Inhalt, die reiche Verzweigung blieb aus. 

Glykol und Inosit wirkten in friihen Stadien wachstumshemmend, 
daher war keine bestimmte Wuchsform bemerkbar. Lactose und lés- 
liche Starke ergaben Formen ihnlich den Kontrollen, nur da® das 
Mycel reicher und dichter ausfiel. Mannitkulturen ahnelten denen 
mit Saccharose, doch war das Wachstum rascher. 
~ Die Glucoside Amygdalin und Salicin stellten gut ausnutzbare 
C-Quellen vor, wihrend Aesculin nur anfangs gute Entwicklung zei- 
tigte, auf die dann Stockung des Wachstums folgte. Das Mycel auf 
Amygdalin zeichnete sich durch zahlreiche kurze Seitenastchen, von der 
Basis bis zur Spitze ansitzend, aus, auf Salicin waren sie etwas weniger 
zahlreich. Mit dem gedrungenen Aussehen ahnelten die Kulturen auf 
beiden Béden denen auf Pectin. Anastomosen wurden nicht bemerkt. 

Endlich wurden systematisch noch als C-Quellen in Betracht gezogen: 
Bernsteinsdure, Citronensiiure, Acetylsalicylsiure, Salicylsiiure, Sali- 
genin, Apfelsiure, Tannin und Glykogen. Bei allen wurde die Nahr- 
l6sung mit 2n KOH auf py 6,2 eingestellt. Acetylsalicylsiiure und Tannin 
unterdriickten die Keimung véllig. Saligenin hemmte sie deutlich, 
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Salicylsiure wirkte hemmend auf das Lingenwachstum, wahrend die 
Verzweigung relativ reich war. Bernsteinsiiure, Citronensaure und Gly- 
kogen waren gut verwertbar. Apfelsdure iibertraf sogar in der Wirkung 
das Pectin. Alle Wuchsformen gehérten dem Typ derer vom Pectin an. 


Wechselkulturen. Bei Kultur im Hangetropfen war nach 20- bis 
25tagiger Dauer eine Verlangsamung des Wachstums zu bemerken. Da- 
her muBte neue Nahrlésung zugesetzt werden. Dies geschah teils in der 
gleichen Art der Lésung wie vorher, teils unter Wechsel derselben. Wah- 


Abb. 4a. Abb. 4b. 


Abb. 4a. Pilz mit Saccharose, 21 Tage alte Kultur. b. Die gleiche Kultur wie Abb. 5 nach Uber- 
tragung in Pectinnahrlésung und 8 Tagen. Vergr. 100 x. 


rend bei den ersteren wieder normales Wachstum einsetzte, ergaben sich 
bei den Wechselkulturen interessante Verainderungen. Die Kontrollen 
blieben iibrigens weiterhin deutlich zuriick, selbst bei neu zugefiigter 
Losung. In 26 Tagen war der Sporeninhalt hyalin kontrahiert, zum Teil 
vollig aufgebraucht. Das Mycel blieb schwach (Hyphendicke nur etwa 
2,4 u). 

Bei den Pectinkulturen trat bei Erneuerung des Mediums lebhaftes 
Wachstum ein, was sich in reicherer Verzweigung kundtat, wahrend die 
Sporen deformiert wurden; offenbar war ihre Funktion bei Erreichung 
einer gewissen MycelgréBe erschdpft. 

Auch die Glycerinkulturen zeigten erneut lebhaftes Wachstum, 
aber die neugebildeten Hyphen waren kurzgliedrig, jetzt auch die seit- 
lichen (vielleicht Folge einer Substratersch6pfung durch Penicilliwm- 
Infektionen ?). Immerhin blieben die Glycerinkulturen durch ihr aus- 
gesprochen dichtes, kniuliges Wachstum charakterisiert. 

Bei den Glucosekulturen erfuhren die Sporen starke Deformierung, 
das neue Wachstum begann spater, war aber dann lebhaft. GroB waren 
die Dickenunterschiede der Hyphen: basal etwa 8,4 4 und an der 


Spitze 2,4 wu. 
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Wie sehr die C-Quelle die Wuchsform bestimmt, erwiesen aber vor 
allem die Wechselkulturen. Kontrollen, Pectin-, Glycerin- und Maltose- 
kulturen wurden in soleche mit Saccharose iibertragen, andere aus 


Abb. 5a. Abb. 5b. 


Abb. 5. Zwei gleichmafig gut entwickelte 22 Tage alte Kulturen mit Glycerin, denen im einen Falle 
(a) Saccharose, im andern (b) Pectinnaihrlésung zugesetzt worden war. Beide sind 36 Tage alt. 
Vergr. 200 x. i 


Saccharose-, Glycerin- und Lavuloselésung in Pectinlésung. Der Sub- 
stratwechsel erfolgte nach 21 Tagen. Bereits am 2. Tage war der Zuwachs 
des Hyphen in Pectinlésung deutlich in seiner schlanken Form von dem 


Abb. 6a. Abb. 6b. 


Abb. 6a, Pilzkultur mit Liivulose 18 Tage alt. 


Abb. 6b. Die gleiche Kultur wie a nach Ubertragung in Pectinnihrlésung und weiteren 18 Tagen. 
Vergr. 200 x. 


auf Saccharose mit der gedrungenen unterschieden. Das alte Mycel erfuhr 
dabei keine Verainderung (Abb. 4a u. b). Umgekehrt zeigten von Pectin 
auf Saccharose iibertragene Mycelien nach 2 Tagen ebenfalls Anfang 
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von Habitusanderung und nach 7 Tagen war die gedrungene Wuchsform 
mit tonnenformigen Zellen ganz deutlich. Auch die Kulturen von Maltose 
nahmen auf Saccharose die fiir diese bezeichnende Form an. Die auf 
Saccharose tibertragenen Kontrollen erhielten ebenfalls ovale bis runde 
Zellformen, doch war das Wachstum nicht sehr viel starker als vorher. 
Die teils auf Pectin-, teils auf Saccharosebéden tibertragenen Gly- 
cerinkulturen nahmen vdllig verschiedene und bezeichnende Entwick- 
lung an (Abb. 5a u. b). Sehr gro war die Wachstumsbeschleunigung der 
Lavulosekulturen nach Ubertragung auf Pectinlésungen (Abb. 6a u. b). 


Es lag nahe zu fragen, welche der beiden C-Quellen, Pectin und 
Saccharose, die beide starken Gegensatz im Habitus bedingen, nun vom 
Pilz am meisten bevorzugt wird. Aber die Beantwortung wurde durch 
den unfreiwilligen Abbruch der Versuche verhindert. Doch wurde noch 
durch Verwendung einer Lésung, die neben 0,05°% Asparagin 0,25% 
Pectin und 0,25°% Saccharose enthielt, festgestellt, daB die allgemeine 
Wuchsform durch das Pectin, die Zellform im einzelnen aber durch die 
Saccharose bestimmt wird (Mycel deutlich septiert, Zellform oval). 


II. Stickstoff-Assimilation. 

Nachdem bei den bisher ausgefiihrten Untersuchungen iiber C-Assimi- 
lation nur Asparagin als N- Quelle gedient hatte, wobei es sich zweifellos 
als gute Deckung des N-Bedarfs erwies, wurden nun andere N-Ver- 
bindungen statt Asparagin gepriift. Namlich: 


NH,Cl, KNOs, NH,OH, Pepton (Witte), 
(NH,),S0,, NH,-tartrat (neutr.) | Diphenylamin, Glykokoll, 
(NH,,),CO., NH,-oxalat, Harnstoff, Tyrosin. 
NH,NO,, NH, -acetat, Gelatine, 


Als Konzentration wurde 0,05°%, genommen, nur bei Tyrosin 0,01%. Die 
Versuchsdauer war 20 Tage. Nachdem sich bisher Pectin als giinstige 
C- Quelle erwiesen hatte, wurde es nun in Verbindung mit den N- Quellen 
gewahlt. Bei allen pectinhaltigen Nahrboden trat stets die schlanke, 
fidige Wuchsform des Mycels auf. Offenbar ist die Wuchsform also, wie 
schon erwihnt, gerade von der C- Quelle abhingig, vielleicht in einzelnen 
Fallen auch vom pu-Wert, oder wie CzAPEK es ausdriickt: es tiben einige 
der C-Quellen eine verhaltnismaBig starke Reizwirkung aus, die mit 
auffalligen formativen Veranderungen verbunden sind. Fir ahnliche 
Beobachtungen sei verwiesen z. B. auf BREFELD, der bei Mucor mucedo 
auf citronensdurehaltigem Substrat Bildung kugeliger Zellen fand, ferner 
auf Racrporskt, der bei Basidiobolus ranarum kugelige Zellen in kon- 
zentrierter Nahrliésung erhielt, wahrend ScHosTakowITscu bei Dematiwm 
pullulans in konzentrierter Zuckerlésung ein fadiges Mycel erzielte. 


Andererseits aber gibt RacrBorskI an, daB gerade bei konstanter 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 14 


196 Inaesora Am Enps, geb. Stss: 


— 


C- Quelle und variierten N-Quellen gestaltliche Veranderungen erhalten . 


werden kénnen, was im Gegensatz zu meinen Beobachtungen steht. 


Die N-freien Kontrollen waren im Unterschied von den C-freien durch 
recht gutes Wachstum ausgezeichnet, es iibertraf sogar nach 16 Tagen 
das der Kulturen auf Harnstoff, Ammonsulfat und Ammontartrat. 
Diese holten allerdings spiter im Wachstum auf. Man kénnte hieraus 
folgern, da der Pilz seinen N-Bedarf erst in einem spaiteren Entwick- 
lungsstadium aus dem Substrat zu decken beginnt als den C-Bedarf. Es 
diirfte der Gehalt an N-freien Substanzen im Sporennaihrmaterial relativ 
groB sein, weshalb das Wachstum anfangs gleichartig lauft. 


Die Kontrollen hatten nach 2 Tagen gut gekeimt, nach 4 Tagen begann 
Verzweigung. Unter den ejakulierten Sporen waren reichlich Degene- 
rationsformen, die erst nach 8 Tagen keimten mit starker Aufquellung 
und kurzgliedrigem Keimmycel. Die Weiterentwicklung war gering. 
Ahnlich wie RAmscu beobachtete ich verschiedene Formen und Stufen 
der Degeneration, so haiufig kleine, rundliche Sporen (Sporenreste 2), 
manchmal mit nur einer Zelle, die zweite nur angedeutet. Damit ging 
6fter Reduktion der Sporenzahl Hand in Hand, doch mubte keineswegs 
die Gesamtheit der Sporen aus einem Ascus degeneriert sein. Lauter 
degenerierte aus einem Ascus habe ich nicht gesehen. 


Bei normalem Sporenmaterial war der Sporenzustand wihrend der 
gesamten Kulturdauer unverindert. Nach 12 Tagen besaBen die Sporen 
wie die basalen Hyphen meist noch reichlichen Inhalt. Gegen Ende der 
Versuchsdauer war der Inhalt fast aufgebraucht, ebenso in den Hyphen. 
Ks erschienen viele kurz gedrungene Seiteniste, was vielleicht beginnende 
Erschépfung des Nihrmaterials bedeutet. Die Astchen sahen beginnen- 
der Conidienfruktifikation ahnlich, doch verinderten sie sich waihrend 
3 Monaten nicht. 


Im Gegensatz zu THomas, der Anastomosenbildung gerade bei mangel- 
hafter Ernihrung beobachtet hat, wurden solche hier nur bei gut wach- 
senden Kulturen gefunden. Bei gedrungener Wuchsform (z. B. bei 


Saccharose) erschienen sie nicht, wohl aber bei den raschwiichsigen. | 


Anastomosenbildung und Hyphendicke scheinen in gewisser Beziehung 
zueinander zu stehen. Zwischen Hyphen von 2—3,6 w Stiirke gab es 
haufig Anastomosen, zwischen dickeren niemals. Auch die Wuchsform 
hat einen EinfluB: niemals gab es Zellfusionen zwischen Hyphen, die 
gradlinig radial in das Substrat wuchsen, wohl aber bei geschlingeltem 
Wuchs, wobei aber die raumliche Entfernung der Hyphen von einander 
keine Rolle spielte. Ubrigens erfolgte die Fusion sowohl zwischen Hyphen 
verschiedener Individuen wie zwischen solchen eines Mycels. Mehrfaches 
Fusionieren und enges Verschlingen, auch der Hyphenenden, wurde 
haufig gesehen. Primiire Abhiingigkeit von der Ernahrung darf wohl als 
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Grund fiir die Fusionen angenommen werden, doch wurde diese Frage 
nicht weiter verfolgt. 

Die Kulturen mit Ammonchlorid und Ammoncarbonat wuchsen 
im allgemeinen besser als die Kontrollen, hatten dichteres Mycel und 
(seltener) Anastomosen. Auf Ammoncarbonat waren einseitig gekeimte 
Sporen haufig, ihr Inhalt war grobkérniger als bei den anderen. Bei den 
dicken Hyphen fiel die sehr deutliche Septierung auf. Sonst waren die 
Querwinde bei schlanken Hyphen selbst mit starkster VergroBerung 
kaum sichtbar. Fremdinfektionen wurden erfolgreich vermieden. Wo 
Bakterien auftraten, wirkten sie hiufig wachstumsfordernd. 

In den Ammonnitratkulturen waren die Sporen vielfach ahnlich 
wie in denen mit Saccharose gequollen, viele Sporen geplatzt und der 
Inhalt ausgetreten. Bei einigen folgte auf anfangs sparliches Wachstum 
spater lebhafteres; anscheinend ist die Nutzbarkeit dieser N- Quelle fir 
verschiedene Entwicklungsstadien verschieden. 

Recht unterschiedlich waren die Kulturen mit Ammonsulfat. Das 
Wachstum war im allgemeinen gut, zum Teil besser als in den Kontrollen. 
Anastomosen traten bisweilen auf, waren aber in ihrer Art verschieden: 
zum Teil kurzgliederig, zum Teil lang. 

Ammonoxalat hatte wenig HinfluB auf die Wuchsform: die Zellen 
waren meist gestreckt, doch der Gesamtwuchs etwas gedrungener, gegen 
Ende der Kultur war oft noch reichlich Inhalt 6lig-korniger Art in allen 
Zellen vorhanden. Ammontartrat ergab ganz ahnliches. Wieder lieB 
sich sagen, dafS die Wuchsform wesentlich durch die Art der C- Quelle 
bestimmt wird. 

Kaliumnitrat wurde ohne besondere Kennzeichen offenbar gut 
assimiliert. Auch Harnstoff verhielt sich so, einige Kulturen waren 
besser gewachsen als die Kontrollen. Bei ihnen traten als Folge des 
geschlingelten Mycels haufig Anastomosen auf. 

Hydroxylamin scheint toxisch zu wirken. In keiner Kultur wurden 
auch nur Anfange der Entwicklung gesehen. Da dieser Stoff auch in Ver- 
bindung mit anderen C-Quellen unverwendbar blieb, wurde er nicht 
mehr gepriift. 

Eine Sonderstellung nahm als N-Quelle Diphenylamin ein. In 
einigen Fallen verhielt es sich wie Hydroxylamin, in anderen aber fiihrte 
es zu recht gutem Wachstum. Es wird daher angenommen, dafi es — 
mindestens anfangs — eine gewisse schiidigende Wirkung auszutiben 
vermag, dann aber — nach deren Uberwindung, eventuell einer An- 
passung des Pilzes an den Stoff — gut als N- Quelle verwertet werden 
kann. Das Mycel war auBerordentlich gleichmafig gewachsen, reich ver- 
zweigt, die basalen Zellen in der Form den Spitzen gleich. Da Diphenyl- 
amin in Wasser schwer léslich ist, so ist nicht ausgeschlossen, da8 in 
einigen Fallen sich mehr, in anderen weniger davon geldst hatte, daB also 
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die Konzentrationen verschieden waren, von denen einzelne giinstiger 
wirkten. Vielleicht ist auch der optimale Ausnutzungsbereich sehr eng 
begrenzt. Wegen des ungleichen Ausfalls der Versuche wurden hier ver- 
schiedene Konzentrationen gepriift: 0,005%, 0,01% und 0,05%. Aber 


Minty 


auch dabei wurden keine klaren Ergebnisse erzielt, teilweise waren die — 


Entwicklungen ohne Unterschied der Konzentrationen gut, teilweise 
unterblieben sie giinzlich. 

Die Kontrollen sowie die Kulturen mit Harnstoff, Ammontartrat, 
Ammonsulfat und Diphenylamin wurden tiber 2 Monate fortgefiihrt. 
AuBer auf dem letzteren trat die Verarmung iiberall deutlich hervor. DaB 
Diphenylamin diese Sonderstellung einnahm, laBt die Vermutung auf- 
kommen, daf es sich zwar um eine schwer angreifbare Substanz handelt, 
daB diese aber zusitzlich auch als C- Quelle ausgenutzt wird. Gegeniiber 
den Kontrollen und den Kulturen mit Ammonsulfat ergaben die mit 
Ammontartrat und Kaliumnitrat weniger deutliche Erschopfung in der 
genannten Zeit. Auch hier diirfte der zusitzliche Gehalt des Anions 
Ursache sein. Die Langen der Hyphenzellen waren bei Ammontartrat, 
Diphenylamin, Kaliumnitrat und Harnstoff an der Basis gréBer, bei den 
Kontrollen und Ammonsulfat waren es die apikalen. Eine Ubersicht 
erlautert das noch weiter: 


N-Quelle Zellenlange Basis Zellenlinge Spitze 
Kontrollens 3... tsi. 2 ai 9,6 wu 10,5 
Ammontartrat ......... 12,7 u 10,3 fu 
Kahumniirati oe aacemcies 11,0 u 9,8 u 
Diphenylamin.......... 9,4 u 7,90 
Harnstottens crsidat. «isi 12,5 wu 12,0 u 
Ammonsulfat .0 5.5.25... 8,4 9,4 uw 


Die Zelldicke betrug an der Spitze meist 2,4 ~, an der Basis bei Ammon- 
tartrat, Ammonsulfat und Kaliumnitrat 4,1 bik 4,6. Bei den Kontrollen 
Diphenylamin und Harnstoff waren Abweichungen zwischen Basis und 
Spitze gering. 


Glykokoll stellte in Verbindung mit Pectin als C-Quelle keine gut 
ausnutzbare N- Quelle dar. Tyrosin war giinstig. Abweichungen von der 
Wuchsform waren aihnlich denen bei Ammontartrat und Ammonoxalat, 
selten erschienen Anastomosen. 


In weiteren Reihen wurden nun die N-Quellen in Verbindung 
mit Saccharose geprift, um festzustellen, ob die fiir diese C- Quelle 
bezeichnende Wuchsform dadurch beeinflu8t werden wiirde. Nach 
7Ttagiger Kultur war die Entwicklung bei allen gut, zum Teil war sie bei 
Ammonsulfat, Ammonnitrat und Asparagin besser als bei den Kon- 
trollen. Forderlich war auch Tyrosin, wihrend Hydroxylamin die Kei- 
mung vollig unterdriickte. Glykokoll wirkte nicht eindeutig. Gelatine 
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hatte zuerst eine giinstige Wirkung, die dann aber rasch nachlieB. Hier 
lag nach meiner Meinung mangelhaftes Sporenmaterial vor. 

Allgemein entstand der Eindruck, daB nur die organischen Verbin- 
dungen férderlich waren. Die Wuchsform der Keimlinge war etwas ge- 
drungen. Aber es bestiatigte sich der Eindruck, daB — ahnlich wie bei 
den variierten C-Quellen — ein bezeichnender Habitus erst nach etwa 
9 Tagen erkennbar wird. Nach 20 Tagen ergab sich ein sehr veriindertes 
Bild. Teilweise hatten die Kulturen das Wachstum eingestellt, teilweise 
sich aber tiberraschend schnell entwickelt. Als ausgesprochen ungiinstige 
Kombination erwies sich Saccharose/Pepton. Die Zellen waren tonnen- 
formig, niemals zeigte sich ein verkniult gewachsenes Mycel, wie es auf 
Saccharose/Asparagin haufig zu sehen war. Anastomosen fehiten. Der 
Vergleich mit der vorangegangenen Versuchsserie (Pectin mit verschie- 
denen N-Quellen) 1é8t annehmen, da8 in den Nahrstoffanspriichen des 
Pilzes eine Verschiebung eingetreten war. Pectin gestattet offenbar eine 
weitergehende Unabhangigkeit des Wachstums von dargebotenen 
N-Quellen als Saccharose. Es ist wohl vorstellbar, daB die Keimlinge ihr 
N-haltiges Sporenmaterial je nach der Kohlenhydraternahrung ver- 
schieden schnell aufbrauchen. Auf Saccharosenahrboden ist das eben der 
Fall, daher tritt die Assimilation des N mehr in den Vordergrund, die 
Reaktion auf die verschiedenen N-Verbindungen wird erheblicher, wenn 
Saccharose als C-Quelle geboten ist. Wenn auch die kugelige Zellform 
nicht immer gleich gut zu erkennen war, so blieb doch die deutliche 
Septierung des Mycels und der gedrungene Habitus erhalten. Es diirfte 
also auch hier die C-Quelle fiir den Habitus maBgeblich sein. Von den 
organischen N-Quellen hatten Asparagin, Gelatine und Tyrosin guten 
Nahrwert, auch Diphenylamin war einmal recht giinstig (dicht gewach- 
senes Mycel!). Glykokoll war weniger nutzbar. Anorganisch gebundenes 
N wurde gut assimiliert aus Ammonoxalat, Ammontartrat, Ammon- 
chlorid, Ammoncarbonat, weniger gut als Ammonnitrat. Teilweise blie- 
ben die Kulturen auf Ammonnitrat und Ammonsulfat auf friihen Stufen 
der Entwicklung stehen. Ammonsulfat bewirkte auffallend reiche Bil- 
dung granulierten Inhalts in allen Zellen, wie es sonst nie zu beobachten 
war oder nur gering und in basalen Zellen. 

Glykol, das sich bereits bei der Priifung der C- Quellen (und Asparagin 
als N- Quelle) als entwicklungshemmend erwiesen hatte, zeigte das auch 
in Verbindung mit anderen N-Quellen. Die Keimlinge der verschiedenen 
Kulturen waren einander sehr ahnlich, stets erschien ein grobkérniger 
Sporeninhalt, mehr oder minder zusammengeballt, meist stark zer- 
kliiftet. Die hemmende Wirkung des Glykols konnte in geringem MaBe 
durch Asparagin, Ammonoxalat, Ammontartrat und zum Teil durch 
Albumin behoben werden. Es entstanden bei diesen Kulturen Keim- 
schlauche von der 4—6fachen Lange der Sporen, bei den Kontrollen 
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waren sie nur ebenso lang wie die Spore. Bei anderen Verbindungen 
waren sie zum Teil noch kiirzer. Offenbar erméglichte das C-haltige Anion — 
den Keimlingen Deckung des Nahrstoffbedarfs in geringem Umfange ~ 
daraus. Die Entwicklung war bei der ganzen Versuchsserie auf so friiher 
Stufe stehen geblieben, da praktisch Assimilation der gebotenen Nahr- 
stoffe gar nicht stattfinden konnte. Das bestiitigt die friiher gemachte 
Annahme der notwendigen Trennung von Keimung und Wachstum: 
Glykol ist wachstumshemmend, nicht keimungshemmend. Der Stoff 
fixiert damit gleichsam das entscheidende Stadium, den Ubergang von 
Keimung zu Entwicklung, der sich bei den nicht glykolhaltigen gut 
assimilierbaren Nahrstoffen ohne sichtbare Anzeichen vollzieht. Die Wir- 
kung des Glykols ist geringer als die des Hydroxylamins, das selbst die 
Keimung unterdriickt. 

Eine weitere Serie galt dem Glycerin in Verbindung mit verschie- 
denen N-haltigen Substanzen. Das Material in der Spore wurde sehr 
rasch (schon nach 7 Tagen) verbraucht. Offenbar deckt also der Keim- 
ling friihzeitig seinen Bedarf aus dem Substrat, das ihm leicht zugianglich 
ist. Daher macht sich dann der EinfluB des N auch friiher als bei anderen 
C-Quellen bemerkbar. Die organischen Verbindungen waren nach 
7tagiger Kulturdauer den anorganischen sichtlich tiberlegen. Die Wuchs- 
formen waren meist schlank, Septierung kaum sichtbar. In einigen 
Fallen wurde leicht tonnenformiges Mycel gebildet — ragte aber aus dem 
Hangetropfen heraus, war also vielleicht ein Luftmycel. Auf Pepton war 
der Habitus der Keimlinge zum Teil gedrungen, es traten auch zahlreiche 
Seitenaistchen auf. Nach 20 Tagen war der erwaihnte Unterschied zwi- 
schen organischen und anorganischen Verbindungen noch deutlicher. 
Die letzteren waren mit Glycerin nicht gut verwertbar. Glykokoll 
hemmte wieder deutlich. 

Dieses Ergebnis hat bisher keine Bestitigung in anderer Literatur. 
Die Aminoessigsiure gilt allgemein als geeignete N-Quelle fiir Pilze. 
Meine Untersuchungen tiber die Ausnutzbarkeit dieser Verbindung fiir 
den Flechtenpilz werden der Forderung Riprets nach einer geeigneten 
Nahrlésung als Voraussetzung fiir die Verwendung des Glykokolls in- 
sofern gerecht, als ja die Aminoessigsiiure in Verbindung mit verschie- 
denen C-Quellen gepriift wurde. Das Ergebnis war aber weder mit 
Saccharose, noch mit Glycerin giinstiger. Nach Rrrretist esnotwendig, sich 
bei der Beurteilung der Aminosiiuren hinsichtlich ihres Nahrwertes Zuriick- | 
haltung aufzuerlegen, da den Aminosiiuren auBer der N-Nahrstoffwirkung 
noch andere Wirkungen, z. B. als Kohlenstoffquelle, eigen sein kénnen. 

Recht gute Entwicklung zeigten vielfach die Kulturen, denen Kalium- 
nitrat zugesetzt war. Bei einem Versuch lagen die Verhiltnisse jedoch — 
umgekehrt: es forderten fast alle anorganischen Salze das Wachstum 
mehr als die organischen Verbindungen. Anastomosen fehlten meist. 
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Kulturen auf festem Nahrboden. Parallelkulturen wurden mit 
1,5% Agar angelegt. Sie wuchsen weit besser als die im Hingetropfen, 
doch hatten die letzteren den Vorzug, da bei ihnen die Ejakulation 
schnellere Keimung brachte und nicht wie auf dem Agar Wasserverlust 
und Abschlu8 durch ein sich bildendes Hautchen die Entwicklung 
hemmte. Denn die keimenden Sporen sind gegen Wasserverlust und 
wechselnde Feuchtigkeit recht empfindlich. Auch bei den Agarkulturen 
wurden die organischen N-Verbindungen besser assimiliert. Asparagin 
und Gelatine waren am giinstigsten. AuBer der C- Quelle erwies sich aber 
auch die Konsistenz des Nahrbodens von Bedeutung fiir die Wuchsform. 
Niemals erschien hier ein so zartes Mycel wie bei Glycerinkulturen, der 
Wuchs war gedrungener und etwas starr. Glykokoll wirkte wiederum 
hemmend. Erst am 7. Tage erfolgte die Keimung. Ahnliches haben 
ScHOPFER und BLuMER bei Trichophyton album beobachtet, wo die 
Mycelbildung mit Glykokoll als N- Quelle erst nach 12 Tagen Keimung 
bewirkte. Bei langerer Dauer (nach 26 Tagen) war die Aminosaure aber 
doch recht gut verwertbar. Das beweist, daB langere Beobachtungsdauer 
wichtig fiir die Erkennung der Wirkung einzelner Stoffe ist. 


Wenn auch schon einige organische N-Quellen herangezogen worden 
waren, so wurden doch noch eine Anzahl weiterer gepriift: 


Asparagin, Tryptophan, Cystin, Arginin, 
Asparaginsaure, Tyrosin, Valin, Prolin, 
Glutaminsaure, Glykokoll, Leucin, Oxyprolin. 
Phenylalanin, Alanin, Serin, 


Als C-Quelle wurde dem Nahrboden Pectin zugesetzt. Im allgemeinen 
war das Ergebnis mit wenigen Ausnahmen kein giinstiges. Da®B nicht 
etwa zu niedere Temperatur des Raumes die Ursache davon war, erhellte 
daraus, da& Vergleichskulturen bei 18—20° und 70% Luftfeuchtigkeit 
ebenfalls nicht besser ausfielen. Wahrscheinlich ist das Sporenmaterial 
in den Wintermonaten, in denen die Versuche liefen (Dezember/Januar), 
nur in geringerem Umfang zur Keimung befihigt, wahrend andererseits 
im Mai die Keimung sehr reichlich ausfiel. Es diirfte hier also ein jahres- 
zeitlicher Rhythmus vorliegen, der wohl sowohl fiir Keimung wie fiir 
Entwicklung gelten kann. 


Vielfach traten starke Quellungen der Sporen und Austreten des 
Inhaltes auf. Gute N-Quellen waren Tyrosin, auch Arginin, Prolin und 
Oxyprolin. Doch kénnen diese Versuche nur als vorlaufig angesehen 
werden. Erst weitere in anderer Jahreszeit hatten Endgiiltiges tiber die 
Bedeutung der organischen N-Quellen festzustellen erlaubt. Aus den 
eingangs erwaihnten Griinden wurden die Reihen aber im Februar 1945 
vernichtet, und die Arbeiten mu ten abgebrochen werden. 
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Zusammenfassung. 


Die Ernihrungsbedingungen von Pilz und Alge miissen bei den Flech- 
ten vollig getrennt untersucht werden. In diesem Sinne wurden hier fiir 
den Pilz der Xanthoria parietina zahlreiche Quellen fiir C wie fiir N, auch 


in verschiedener Kombination hinsichtlich ihrer Wirkung untersucht, — 


wobei besonders auch Keimung und Wachstum (Mycelbildung und 
Mycelhabitus) voneinander getrennt wurden. Die Kulturen waren teils 
Einspor-, teils Ejakulations-Kulturen und erfolgten teils im Hange- 
tropfen, teils auf Agar, stets aber in monatelanger Beobachtung. Von den 
zahlreichen C-Quellen hatten Erythrit und Pectin, auch Glycerin, posi- 
tiven EinfluB auf Keimung und auf Entwicklung, Glykol z. B. aber aus- 
gesprochen negativen. Die auftretenden Wuchsformen waren sehr be- 
zeichnend und kehrten regelmaBig wieder. Sichtlich ist es die C- Quelle, 
die sie bestimmt. Das li®t auch nachtraglicher Ubergang auf andere 
C-Quellen gut erkennen. Unter den N-Quellen, die ebenfalls mit ver- 
schiedenen C-Quellen untersucht wurden, werden Ammonchlorid, 
Ammoncarbonat, Ammonnitrat und Harnstoff gut verwertet, waihrend 
Hydroxylamin und — wenigstens anfangs — auch Diphenylamin toxisch 
wirken. Die N- Quelle hat aber keinen Einflu8 auf die Wuchsform, auch 
wird offenbar der N-Bedarf erst spiter aus dem Substrat gedeckt. Glykol 
wirkt wachstums-, aber nicht keimungshemmend. 
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Uber die Beziehungen zwischen Hydratur und Wachstum 
bei Bakterien und Hefen. 


Von 
ERWIN BURCIK. 


Mit 18 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 17. Oktober 1949.) 


Alle Lebensvorgange sind an das Vorhandensein von Wasser gekniipft. Wahrend 
jedoch tiber die Wasserverhiltnisse der hoheren Pflanzen eingehende, umfangreiche 
Untersuchungen vorliegen, finden sich fiir Bakterien und Hefen in dieser Hinsicht 
nur vereinzelte, mehr oder weniger skizzenhafte Literaturangaben. Zudem wurden 
gerade diese Untersuchungen vielfach mit unzulanglichen Methoden durchgefiihrt. 
Diese Liicke zu schlieBen, war Zweck der hier mitzuteilenden Versuche. 

WALTER (1931) hat gezeigt, daB nicht der Wassergehalt, also die Menge des 
vorhandenen Wassers ausschlaggebend ist, sondern der Wasserzustand, fiir den 
Watrter den Ausdruck Hydratur gepragt hat. Er zeigte, daB direkte Beziehungen 
bestehen zwischen dem osmotischen Wert und der Hydratur der Pflanzen. Als 
MaB fiir die Hydratur kann uns die relative Dampfspannung dienen, die somit auch 
zur Klarung der Wasserverhaltnisse auf biologischem Gebiete angewendet werden 
kann. Diese Tatsache ermoglicht eine bequeme und vor allem methodisch weit- 
gehend einwandfreie Veranderung der Hydraturverhdltnisse bei der Untersuchung 
von Mikroorganismen. Diese wurden bei den meisten friitheren Untersuchungen 
durch Zusatz osmotisch wirksamer Mittel zu den Nahrlésungen zu erreichen ver- 
sucht. Nachteile dieser Methode sind die vielfach noch unklaren Dissoziationsvor- 
ginge sowie der spezifische EinfluB der osmotisch wirksamen Zusatze auf die zu 
untersuchenden Mikroorganismen. Haufig kann daher bei solehen Versuchen nicht 
entschieden werden, ob eine beobachtete Wachstumshemmung auf ungiinstige 
Wasserverhaltnisse oder nur auf eine spezifische Wirkung des jeweils angewendeten 
Mittels zuriickzufiihren ist. Uberdies ist die dauernde mikroskopische Kontrolle 
ohne eine Stérung des Wuchsverbandes und die Gefahr einer Verunreinigung 
schwer méglich und zeitraubend. 


Diese Nachteile vermeidet die Methode der Untersuchung in einem 
abgeschlossenen Luftraum mit verschiedenem Wasserdampfgehalt, wie 
sie von RENNER (1911), WALDERDORFF (1924) und in verbesserter Form 
von WaLTeR (1924), Hernrzecer (1939) und v. PLorHo (1940) an- 
gewendet wurde: Uber Lésungen mit einem bestimmten Dampfdruck 
befindet sich in einer geschlossenen Kammer (Glasschalchen) der Nahr- 
bodentropfen mit den zu priifenden Mikroorganismen. Bei Verwendung 
fliissiger Nahrbéden konnte man allerdings mit Recht einwenden, es 
handle sich letzten Endes auch nur um eine Erhéhung der Salz-, baw. 
Zuckerkonzentration im Nahrboden infolge des Wasserentzuges durch 
die im Versuchsraum vorhandene Salzlésung. Wird aber Gelatine als 
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Nahrboden verwendet, so handelt es sich in der Tat mehr oder weniger” 
nur um die erwiinschte ,,physikalische Trockenheit“ des Substrates, wie 
die weiter unten mitgeteilten Parallelversuche mit aquilibrierten Salz-— 
lésungen zeigen werden. 


A. Methodik. 

Grundlage der verwendeten Methode der Veranderung der relativen 
Dampfspannung ! ist die Tatsache, daB jede waifrige Lésung in einem 
abgeschlossenen Luftraum eine bestimmte Menge Wasserdampf abgibt. 
Je konzentrierter die Lésung ist, desto geringer ist der Wassergehalt 
der Luft. Dieser, ausgedriickt in % der Dampfsattigung tiber reinem 
Wasser (= 100°) — bei gleicher Temperatur — ergibt den Wert der 
jeweiligen relativen Dampfspannung. 


WALTER (1936) gibt in seinen Tabellen eine Zusammenstellung verschieden kon- 
zentrierter NaCl-Lisungen mit den zugehérigen. r. D.- und Atmospharenwerten. 
Die bei meinen Versuchen verwendeten Lésungen sind in Tab. 1 zusammengestellt. 

Die Herstellung der Lésungen erfolgte gravimetrisch mit nachtraglicher Kon- 
trolle durch Messung mit einem Araometer. Zur Aufbewahrung dienten Schliff- 
stopfenflaschen, die Entnahme erfolgte jeweils mit sauberer, trockener Pipette, die 
immer nur fiir je eine Lésung verwendet wurde. 

Als KulturgefaBe benutzten RenneR (1919) und WaLpERDORFF (1924) ein- 
fache Objekttrager mit Hohlschliff und aufgekitteten Deckglischen. WALTER (1924) 
und im Anschlu8 an diesen HEINTZELER (1939) und v. PLorHo (1940) bedienten 
sich kleiner runder Schalchen von 3,5 cm Durchmesser und 1,5 em Héhe, die 
wesentlich bessere Kulturbedingungen, vor allem fiir langere Versuchsdauer, boten. 
Wegen der ungiinstigen optischen Verhialtnisse fiir feinere Untersuchungen an sehr 
kleinen Mikroorganismen ging ich nach umfangreichen Vorversuchen zur Verwen- 
dung anderer feuchter Kammern iiber, die folgendermafen hergestellt wurden: 
Ktwa 20mm weite und 6—8 mm hohe, oben und unten plangeschliffene Glas- 
ringe wurden mit Kanadabalsam auf Objekttrager gekittet. Sowohl der zur Ver- 
fiigung stehende Luftraum als auch die Menge der NaCl-Lésungen ist selbst fiir 
langere Versuchsdauer ausreichend, andererseits sind die optischen Bedingungen 
wesentlich besser als bei Verwendung héherer Schalchen. 

Die Vaselinedichtung fiir die Deckglischen wurde ebenfalls gleich auf Vorrat 
vorbereitet. In einem Porzellantiegel wurde reine, weiBe Vaseline verfliissigt und 
der obere Rand des Ringes der feuchten Kammer mit der Oberflache der Vaseline 
in Beriihrung gebracht. Darauf wurde der Objekttriger rasch umgedreht. Auf — 
diese Weise erhalt man rasch und sicher gleichmaBig hohe Vaselinedichtungen, 
auf die spiter die Deckglaschen aufgelegt werden. 

Als Nahrbéden dienten fast ausschlieBlich Gelatinesubstrate, weil sich Agar 
wegen seiner besonderen Quellungsverhaltnisse als ungiinstiger erwies. Die Her- 
stellung erfolgte nach den unten angegebenen Rezepten. Um Fehlerquellen durch 
etwa wechselnde Qualitit der Nahrbéden auszuschalten, wurden stets gréBere 
Mengen (1—31) hergestellt, die bei dem auerst sparsamen Verbrauch dieser 
y in Patent- 
verschlufBflaschen, von diesen zum Gebrauch in Réhrehen zu je etwa 10 em’, Ver- 
fliissigt wurde vor Gebrauch jeweils im Wasserbad. Als Nahrbéden wurden ver- 
wendet: 


' Hierfiir wird im Folgenden stets die Abkiirzung ,,r. D.‘‘ gebraucht. 


Beziehungen zwischen Hydratur und Wachstum bei Bakterien und Hefen. 


Nahrgelatine: Liebigs Fleisch- 


extrakt 10 g, Pepton ,,Witte 10 g, s is = a 
NaCl 2 g, Gelatine alba 100 g, Aqua fatale fy Tal 
dest. 1000 cm3.  - = oo) on : na 
ls D-Gelatine nach Mryer: me eS = Bt 
Dextrose 3 g, Pepton ,,Witte‘ 4 g, ae = " | 
Liebigs Fleischextrakt 3g, NaCllg, =< = — 0 8 
Gelatine 100 g, Aqua dest. 1000cm3. be ¥ = = 
Méhrensaft-Gelatine: 500°¢ ol i = > 
geschilte, geriebene Méhren in 11 ©& = A iA 2. 
Wasser 30 min kochen, filtrieren, ie a & faa = 
Filtrat mit Na,CO,-Lésung bis zur = | r 
erkennbaren Rotfarbung von Phenol- = 7 = | S 
phthalein neutralisieren, 10% Gela- £& 3 iD a 
tine zusetzen, lésen und nochmals px bi | 
einstellen. Zuletzt filtrieren und ab- a ee * Mngt a 
fiillen. Die Reaktion geht bei langerer § Some oie nae ik 
Aufbewahrung zuriick, mu8~ also 2 | be 
a x es XS H or) oO | 
immer wieder gepriift werden. ~ * ot So eecrdt! 
Bohnengelatine nach Scwan- 8 re leraats | 
DERL: 200 g sorgfiltig ausgelesene 2 | 4 ser oh hieeeciabet 
weiBe Bohnen in 11 Leitungswasser = 4 Bcd B Ss 
tiber Nacht quellen lassen, 2 Std SR s 
kochen, dabei darauf achten, da die s = of a Ss 
Bohnen nicht platzen, abgieBen, auf-§ “| 5 = = o. | 
fillen auf 11, dazu: Pepton ,,Witte* oz = cat 
5 g, Dextrose 5g, NaCl 2g, MgSO, a Ht pase (aah 
0,5 g, Gelatine 100g. Quellen lassen, ‘© an 3 us Eo) 
lésen, filtrieren, abfiillen. Si | 
Der Herstellung der Nahr- 5 = o © a | 
bodentropfen wurde besondere  'S ue! oh vided 
Sorgfalt gewidmet. Die mit Chrom- 
schwefelsdure und 10% iger Kalilauge ae ~~ 8 2 
gereinigten, darauf sorgfaltig ge- > po = a 
wasserten und getrockneten Deck- = a 
glaschen wurden in Perrischalen aus- = {§ = oO os = | 
gelegt, in diesen im Trockenschrank = Ee | 
bei 160° C 2 Std lang sterilisiert. Der s esl | 
verfliissigte Nahrboden wurde im ste- ss 5 S au a 
rilen Impfraum mit einer 2 mm-Ose 3 “aes | 
auf das Zentrum des Glaschens auf- = = es 
getragen und mit kreisender Bewegung = = aye S 
zu gleichmaBigen, etwa 4—5 mm im S : | “s 
Durchmesser betragenden, flachen ne | 
Trépfchen ausgebreitet. Die Gelatine- 2 Bf og | © || = 
tropfen wurden in der geschlossenen Boe & Forlcateell as 
Peretschale innerhalb 30-60 mn £| , | 22 82/55 & 
lufttrocken und damit impfbereit. 3 3 Ba fe 5 | ve ny tate) 
Zam Beimpfen wurden ein paar RQ moe | BP a | os 
Osen der Ausgangskultur in dem jewei- Bias S| os 
ligen fliissigen Nahrboden in sterilen = | | poate 


Uhrschilchen verrieben. Mit steriler | 
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Impf-(Zeichen-)Feder wurde von der homogenen Emulsion entnommen und im Zen- : 
trum der auf den Deckglischen angetrockneten Nahrbodentropfen aufgetupft. Auf 
diese Weise gelingt es verhaltnismaBig leicht, gleichmaBige Impfungen innerhalb 
einer Serie zu erzielen. Eine geringe Ausgangskeimzahl erwies sich giinstiger als die 
von friiheren Autoren verwendeten gréReren ,,Impfbréckchen“, weil bei geringer 
Aussaatmenge auch sparliche Wachstumserscheinungen einzelner Zellen noch deut- — 
lich wahrnehmbar sind. 

Unmittelbar nach dem Beimpfen werden die Deckglaschen iiber die kurz vorher 
mit den NaCl-Liésungen beschickten Kammern gedeckt. Eine rasche und sichere 
Abdichtung wird leicht durch einen kleinen Kunstgriff erzielt: Ein Drahtring von 
gleichem Durchmesser wie die feuchten Kammern wird in der Flamme erhitzt und 
von oben her dem Deckglas genahert, eventuell auch direkt aufgesetzt. Die Vaseline 
schmilzt und breitet sich kapillar, einen dichten VerschluB herstellend, zwischen 
Glasring-Rand und Deckglaschen aus. Von den NaCl-Lésungen wurde so viel ein- 
gefiillt, daB zwischen ihrer Oberflache und dem Gelatinetropfen ein Luftraum von 
2—3 mm frei blieb. 

Die Aufstellung der Kulturen erfolgte in einem 20°-Thermostaten, dessen 
Temperatur durch eingestelltes Maximum-Minimum-Thermometer kontrolliert 
wurde. Bei Schwankungen von mehr als + 1,5° C wurden die Versuche neu an- 
gesetzt. Die taigliche, mitunter sogar mehrstiindige Beobachtung der Kulturen 
machte gelegentliche Temperaturschwankungen unvermeidlich. Mehrfache Kon- 
trollversuche ergaben aber, dafS dadurch die Ergebnisse keine wesentliche Beein- 
trachtigung erfahren, vor allem, wenn alle Stufen einer Serie den gleichen Schwan- 
kungen ausgesetzt sind. 


Zur Beobachtun g der Kulturen diente ein apochromatisches Forschungs- 
mikroskop von ZEIss in Verbindung mit einer geeigneten Lichtquelle (,,Spharolux“ 
und ,,Monla‘‘). Die Einwirkung von Warmestrahlen wurde durch Zwischenschaltung 
einer Kiivette mit Monrscher Salzlésung gemildert. Die Beleuchtung erforderte 
eine besondere Beachtung, weil nur bei optimalem Strahlengang eine genaue Beob- 
achtung, z. B. einzelner Bakterienzellen, méglich ist. Durch Abanderung eines zur 
Beweglichkeitspriifung bei Mikroorganismen angegebenen Verfahrens (BurRctk, 1949) 
wurde ein Dunkelfeldeffekt erzielt, der eine einwandfreie Beobachtung zulaBt. 
Wird der Kondensor, dessen Frontlinse abgeschraubt ist, gesenkt und die Abbe- 
Iris schief gestellt, so kann eine Schrigbeleuchtung erzielt werden. Durch die 
plastische Licht-Schatten-Wirkung sind die Organismen bedeutend besser zu er- 
kennen als im iiblichen Hellfeld bei gleicher VergréBerung. 


Die Mikroaufnahmen wurden mit der ,,Contax-Miflex‘’’, der Aufsatzkamera 
»,Makam“ von Lerrz und der Vertikalkamera nach HEGENER von ZEIss angefertigt. 


B. Versuchsergebnisse. 


Vorbemerkungen tiber das Wachstum von Bakterien bei verschiedener relativer 
Dampfspannung. 


In bezug auf ihre Hydraturverhaltnisse kinnen wir zwei groBe Gruppen unter- 
scheiden (WALTER, 1931): Die homoiohydren Pflanzen (Bliitenpflanzen), die eine 
eigene Hydratur besitzen, die sie innerhalb gewisser Grenzen unabhingig von den 
Wasserverhaltnissen ihrer Umwelt aufrecht erhalten kénnen, und die poikilohydren 
pflanzlichen Organismen (Bakterien, Pilze, Algen, Flechten, Moose), die in ihrer 
Hydratur vollkommen von der AuSenwelt abhangig sind. Es ist einleuchtend, daB 
gerade das Plasma der Vertreter der zweiten Gruppe, die nicht iiber die Schutz- 
einrichtungen der Bliitenpflanzen verfiigen (Einschrankung der Transpiration, 
Wasserspeicherung, Cuticulaschutz, AbschluB auch gegen den Boden bei Kakteen 
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usw.), besonders widerstandsfahig gegen rasche Austrocknung sein mu8. In sehr 
ausgepragter Form tritt uns diese Resistenz in den Bakteriensporen entgegen. Aber 
auch Organismen, bei denen derartige ,, Ruhe-‘‘ oder ,, Dauerformen“ nicht gebildet 
werden, erweisen sich vielfach auffallend unempfindlich gegen Austrocknung. Fiir 
die Verbreitung und Arterhaltung ist diese Trockenresistenz zweifellos von groBter 
Bedeutung. 


Wichtiger, vor allem fiir praktische Belange, ist aber die Frage, unter 
welchen Hydraturbedingungen niedere Organismen noch lebenstitig 
sind. Nur diese Verhaltnisse sollen im folgenden beriicksichtigt werden. 
Als Kriterium der Lebenstiitigkeit wurde das Wachstum gewihlt, ob- 
wohl wir uns bewuBt sein miissen, daB auch bei Bakterien und Hefen 
durchaus nicht immer die Gleichung Wachstum = Stoffwechseltitigkeit 
giiltig sein wird. Eine physiologische Tiatigkeit ohne sichtbares Wachs- 
tum (= Zellteilung) ist sehr gut denkbar. Immerhin diirften wir wohl 
nicht fehlgehen mit der Annahme, dab eine einigermafen ,,normale“ 
physiologische Tatigkeit auch Wachstum zur Folge hat und letzteres 
somit weitgehend einen Mafstab fiir die stoffwechselphysiologische Ak- 
tivitaét der untersuchten Mikroorganismen abgibt. 

Einer quantitativen Erfassung der beobachteten Wachstumsvorgange standen 
von yornherein uniiberwindliche technische Schwierigkeiten im Wege. Die von 
Water (1924) und HeIntTzeLeR (1939) bei Schimmelpilzen getibte Messung des 
Durchmessers der Kolonien kam fiir Bakterien und die meisten Hefen nicht in 
Frage wegen der zu geringen Flachenausdehnung der entstehenden Kolonien. 
Exakte Keimzahlbestimmungen waren zwar grundsatzlich moglich, muBten jedoch 
wegen der groBen Zahl von Hinzelversuchen unterbleiben. Eingehende Vorversuche 
zeigten jedoch, daB eine einfache Schatzung der relativen Wachstumsintensitat, 
bezogen auf die maximale Entwicklung unter den gegebenen Bedingungen, einen 
guten Einblick in das unterschiedliche Verhalten der einzelnen Arten gestattet. 
Die niaiheren Daten und deren graphische Darstellung in den Wachstumsdia- 
grammen sind in Tab. 2 zusammengestellt. 


Tabelle 2. Grade des Entwicklungszustandes und graphische Darstellung. 


Breite der ,,Wachstums- 


Stirke Entwicklungszustand streifen‘‘ in der 
graphischen Darstellung 


a 


5 | Kolonie bedeckt den ganzen 
Nahrbodentropfen 222. . f2 0.2 sence eee 


uppiges Wachstum.-........-/--- 2 6--ee ee eee ee 
gutes Wachstum ........-.---6es see e eee eeee 
makroskopisch sichtb. Wachstum............--. 


Pet IN Oo: pas 


mikroskopisch sichtb. Wachstum...........---- 


22 an einzelnen Zellen sichtbares 
Wich abn mn sie eiemocrtia slyncistesisie Sheen ors 


0 kein Wachstum feststellbar ..........-.++++055 
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Durch am ersten Tage 2—4stiindliche, spater tagliche mikroskopische Unter- : 
suchung wurde auch der Wachstumsbeginn (= erste feststellbare Zellteilung!) be- 
stimmt. In den graphischen Darstellungen ist dieser Entwicklungsbeginn bei ver- : 
schiedener r. D. durch eine geglattete Kurve (—-—-—-—-—) dargestellt. In den — 
Stufen hoher r. D. wurden die Zeiten durch zum Teil stiindliche Beobachtung fest- 
gelegt, in den niedrigeren Stufen durch die stets durchgefiihrte tagliche Unter- 
suchung. In vielen Fallen ist es schwer oder sogar unmdéglich, den genauen Zeitpunkt 4 
der ersten Zellteilung zu bestimmen. AuBerdem spielt das jeweilige Alter der ein- 
zelnen ausgeimpften Zellen eine gewisse Rolle, denn es konnte festgestellt werden, — 
daB sich die einzelnen Individuen des Impftrépfchens oft im Abstand mehrerer 
Stunden hintereinander zum erstenmal teilen. Dies war insbesondere in den Stufen 
mit niederer r. D. der Fall, wo zum Teil Unterschiede von 2—4 Tagen beobachtet 
wurden. Aus diesem Grunde ist vor allem bei niederer r. D. der Zeitpunkt der 
ersten Entwicklung nicht genau festzustellen. In den Diagrammen ist diese Zone 
der ersten Wachstumsvorginge durch feine gebrochene Linien dargestellt. Die 
untere Spitze der so entstehenden Dreiecke bezeichnet also den mittleren Zee 
des Angehens der Kultur. 

Die ungefahre Dauer der Entwicklung ist durch die Héhe der Wachstumsstreifen 
in den Diagrammen gegeben. Am oberen Ende war das Maximum der Entwicklung 
erreicht und weiteres Wachstum konnte nicht mehr festgestellt werden. DaB diese 
Darstellung jedoch nur Naherungswerte angeben kann, ist klar. Das Ende der Ent- 
wicklung wird ja wohl kaum durch die jeweiligen Hydraturbedingungen bedingt 
sein, sondern in erster Linie von der Erschépfung der Nahrstoffe, Bildung schad- 
licher Stoffwechselprodukte usw. abhangen. Immerhin ergibt die Dauer des Wachs- 
tums, wenigstens in den oberen und mittleren Stufen, zusammen mit den anderen 
Angaben (Wachstumsbeginn und Intensitat) einen abgerundeten Uberblick tiber 
das Verhalten der gepriiften Mikroorganismen bei verschiedener r. D. 


Wachstum von Bakterien bei verschiedener relativer Dampfspannung. 
Bact. prodigiosum. 

Stimme: Nr. 398 alter Sammlungsstamm, Nr. 4735 Sammlungsstamm G®éttin- 
gen, Nr. 461 aus Erde isoliert 1946, Nr. 4745 von gekochten Kartoffeln isoliert 1947. 

Jeweilige Ausgangskultur: 8 Tage altes 1/, D-Agar-Schragréhrchen, im Versuch 
wurde 1/, D-Gelatine verwendet. 

Schon von 99% r. D. an zeigte sich deutliche Hemmung des An- 
wachsens (Abb. 1). Nach 3—4 Tagen waren die Naihrbodentropfen der 
ersten beiden Stufen fast véllig verfliissigt. Wiahrend sich aber in einigen 
Tagen die Intensitét des Wachstums, besser gesagt der Entwicklungs- 
zustand, bis etwa 97% r. D. hinab ziemlich ausglich, blieb das Wachstum 
von 96,59 r. D. ab dauernd stark zuriick. Die vier untersuchten Stimme 
zeigten bis auf geringe Abweichungen das gleiche Verhalten. Unterhalb 
94,5% r.D. war in keinem Falle mehr Wachstum zu bemerken. Die 


Wachstumsgrenze liegt demnach bei etwa 95% r. D. 


Watrer (1924) fand als Grenzwert 96—97% r. D., also eine geringere Resistenz 
der Keime, was auf die verwendete gréBere Impfmenge zuriickzufiihren sein diirfte, 
bei der geringe Wachstumsvorgiinge nicht mehr feststellbar sind. 


Bact. coli. 


Staémme: Nr, 4012 alter Sammlungsstamm, Nr. 43123 aus Stuhl isoliert 1943, 
Nr. 46/3a aus Stuhl isoliert 1946. 
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Jeweilige Ausgangskultur: 8 Tage altes Nahragar-Schragrohrchen, im Versuch 
wurde Nahrgelatine verwendet. 


Alle drei Stéimme waren stoffwechselphysiologisch gleiche Typen: ,,[mvic‘ 
+-++——, keine Gelatineverfliissigung, H,S, aus Lactose und Dextrose Saure und 
Gas, schwache Beweglichkeit (vergl. Parr, 1939). 

Trotz dieser Ubereinstimmung waren die Wachstumsgrenzen ver- 
schieden. Bei Stamm 4012 war deutliche Hemmung schon von 99% r. D. 
ab vorhanden, deutliches Maxi- bs 
mum bei 100% r. D. Das allgemeine 
Verhalten der beiden anderen Stim- 4 
me in bezug auf den Verlauf des 1 
Wachstums stimmte gut damit 
uberein, nur zeigten sie auch noch 4 
bei 95,4 bzw. 93,6% r. D. schwache, | 
stark gehemmte Entwicklung. Die % 
Wachstumsgrenze schwankt dem- 
nach fiir Bact. coli zwischen 96 | 
und 93,5% r. D. 


Auch hier legen die von mir er- 


. 
. 
. 
. 
. 
° 
. 
° 
Hi 


mittelten Grenzwerte niedriger, zum 7 / 

Teil sogar wesentlich tiefer als die von ; 

WALTER (1924) beobachteten. Neben 

dem schon bei Bact. prodigiosum an- Poe 

gefiihrten Grunde scheinen hier auch : 

Stammesunterschiede eine Rolle zu spie- a ene aa 

len, worauf in einem spateren Kapitel Se. ce a a 

naher eingegangen werden wird. Abb. 1. Bact. prodigiosum. Erklarung der Dar- 

stellung: Abszisse % r. D.,nachrechts zunehmen- 

Bact. radicicola. der Grad der Trockenheit. Aus technischen 


Sta a NP A0D ale S ] Griinden wurden die einzelnen Stufen zum Teil 
amme: ANT. a alter pammiungs- nicht den runden Zahlen entsprechend gewahlt. 


stamm ( Medicago), Nr. 4076 aus Vicia Die Wachstumsstreifen beginnen dann an den 
faba isoliert 1940, Nr. 4311 aus T'rifo- entsprechenden Stellen der Abszisse, z. B. bei 


. Lie arig 99,8 — 98,6 — 97,5% r. D. usw. Die Breite des 
lium pratense isoliert 1943. jeweiligen Wachstumsstreifens (gestrichelte Fel- 


Jeweilige Ausgangskultur: 10 Tage der) zeigt den Butwicklungszustand an den Be- 
altes Schrégréhrchen (Méhrenagar), im —_obachtungstagen (Ordinate!) an; hierzu vel. 


6 latine ver- Tab.2. Die Kurve — -—-+—--— gibt den Zeit- 
eee qaatsie Mobrenge pup punkt des Anwachsens bei der betreffenden r. D. 
wenadet. 


Der Verlauf der Kurve des Anwachsens ist auBerordentlich steil. Auch 
die Hemmung von 99% r. D. ab ist sehr ausgeprigt. Die Feststellung 
der Grenzwerte fiir das Wachstum war bei diesen Formen auBerordent- 
lich schwer, weil die Kulturen groBe Launenhaftigkeit zeigten. Ks war 
oft nicht einmal méglich, bei gleichzeitig angesetzten Parallelversuchen 
genau gleiche Werte zu erhalten. Der in Abb. 2 wiedergegebene Wachs- 
tumsverlauf von Stamm 402 veranschaulicht daher nur den durch- 
schnittlichen Typus des Verhaltens, ohne Anspruch auf absolute Re- 
produzierbarkeit erheben zu kénnen. In mehr als 30 mit diesen Stémmen 
angesetzten Versuchen konnte unterhalb 96,5% r. D. niemals Wachs- 
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tum beobachtet werden. Vielfach war die Entwicklung bereits bei 
97,4% rv. D. véllig unterdriickt. Das Minimum der zum Wachstum 
nétigen Dampfspannung diirfte demnach zwischen 98 und 96,5% r. D. 
liegen. 


Pseudomonas pyocyanea. 
Stamme: Nr. 4013 alter Sammlungsstamm Kiel, Nr. 4309 aus Hiter isoliert 1943, 
Nr. 44120 aus Stuhl isoliert 1944, Nr. 4742 Sammlungsstamm Géttingen. 
a0 Jeweilige Ausgangskultur: 7 Tage altes Schragrohr- 
chen (Nahragar), im Versuch Nahrgelatine verwendet. 
Bei Stamm 4013 wurde in mehreren Serien ge- 
funden, da& Wachstum nur in den ersten beiden 
Stufen von 100 und 99% r. D. auftrat. Bei 
niedrigerer r. D. konnte trotz mehrfacher Wieder- 
holung kein Wachstum festgestellt werden. Genaue 
Priifung ergab, daB alle Eigenschaften einer typi- 
schen Pyocyanea-Kultur vorhanden waren (Abb.3). 
Die anderen drei Staémme 
(ebenfalls véllig typische For- 
men), verhielten sich wesent- 
lich anders. Das Wachstums- 
bild stimmte in allen Punkten 
fast vollig mit dem von Psew- 
domonas iniqua iiberein. Die 
letzten Stufen, bei denen noch 
100 99 +~—«$8%rD97 0 ©6©99%ro99 eine Entwicklung stattfand, 
Abb. 2. Abb. 3. waren 94,5% r. D. und bei 
Abb. 2. Bact. radicicola?. Stamm 4309 95,4% r.D. Die 
Abb. 3. Pseudomonas pyocyanea, Stamm Nr. 4013. Hydraturgrenze fiir die letzten 
drei Stiémme liegt also ungefihr bei 95% r. D., wihrend fiir den Stamm 
4013 die Grenze knapp unterhalb 99% r. D. anzusetzen ist. 


a /age 


S wo ngtes wr Oo 1296 


Gelbe Luftsarzinen. 


Stamme: Nr. 43224 aus Laboratoriumsluft isoliert 1943, Nr. 443 aus Zimmerluft 
isoliert 1944, Nr. 46/S 3 aus Zimmerluft isoliert 1946, Nr. 46/S4 aus Stalluft isoliert 
1946, Nr. 46/S7 aus StraBenstaub isoliert 1946. 

Die Stamme 43224, 46/53 und 46/54 stimmten véllig mit der Beschreibung der 
Sarcina lutea var. typica (FLtear em. Lexum. et Stun.) tiberein, Stamm 443 ent- 
sprach der fiir Sarcina lutea var. diffluens gegebenen Diagnose. Die Kultur 46/87 
wurde als Sarcina flava (DE BARRY em. LrEHm. et Stun.) bestimmt. 

Jeweilige Ausgangskultur: 10 Tage altes Schragréhrchen (Nahragar), im Ver- 
such wurde Nahrgelatine verwendet. 


Allen fiinf Stémmen war eine wesentlich gréBere Trockenresistenz 
eigen als den bisher besprochenen Mikroorganismen. Zwar war auch hier 


' Fir die Abbildungen 2 bis 11 gilt die gleiche Erklarung wie fiir Abb. 1. 
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stets bei 100% r.D. ein eindeutiges Maximum vorhanden, und das 
Anwachsen war auch hier schon von 98,2% r. D. ab deutlich verlangsamt. 
Der weitere Wachstumsverlauf, etwa vom 4. Tage ab, war aber in allen 
Stufen bis zu 95,4% r. D. hinunter auffallend gleichmaBig. Von 94,5% 
r. D. an abwarts trat dann stiirkere dauernde Hemmung der Entwick- 
lung ein; bei 92,4°% r. D. war erst nach 8—10 Tagen ganz schwaches 
Wachstum festzustellen. Diesem Verhalten des Stammes 46/S 7 ent- 
sprachen mit geringen Abweichungen alle weiteren vier Kulturen. Die 
Grenzwerte der Hydratur fiir das Wachstum lagen bei diesen Formen 
demnach zwischen 93 und 91,5% r. D. 


Micrococcus roseus. 


Stémme: Nr. 4007. isoliert aus Laboratoriumsluft 1940, Nr. 46/85 isoliert aus 
Zimmerluft 1946, Nr. 46/S 12 isoliert aus StraBenstaub 1946. 

Stamm 4007 und 46/S5 stimmten in allen Punkten mit der Beschreibung des 
Micrococcus roseus var. typicus (BumM, Leu. et Neum.) iiberein, Stamm 46/8 12 
entsprach der Var. roseo-fulvus derselben Autoren. 

Jeweilige Ausgangskultur: 10 Tage altes Schragrdhrchen (Nahragar), im Ver- 
such wurde Nahrgelatine verwendet. 

Saimtliche drei Stémme erwiesen sich z. T. als gleich, z. T. als noch 
resistenter gegen trockenes Substrat als die gelben Luftsarzinen. Vor 
allem der Stamm 46/S 5 zeichnete sich durch groBe Toleranz gegeniiber 
niederer r. D. aus. Abb. 4 veranschaulicht das Verhalten dieser Kultur. 
Auch hier wieder bei 100° r. D. ein eindeutiges Wachstumsmaximum, 
im ganzen jedoch eine weit gleichmaBigere Entwicklung bei niedrigerer 
r. D. als bei den friiher untersuchten Bakterienformen mit Ausnahme 
der gelben Luftsarzinen. 

Die Stéimme 4007 und 46/S 12 zeigten noch bei 91,5°% r. D. schwaches 
Wachstum, 46/S 5 sogar noch bei 90,4% r. D. Das Hydraturminimum 
fiir die Entwicklung liegt demnach zwischen 91 und 90% r. D. 


Watrer (1924) fand fiir die gleiche Bakterienart héchstens noch bei 96% r. D. 
Wachstum, was zweifellos wieder auf die Unterschiede in der angewandten Metho- 
dik zuriickzufiihren ist, denn gerade bei Kokken sind ganz schwache Wachstums- 
vorginge sehr schwer zu beobachten. 


Versuche mit aeroben Sporenbildnern. 


Bei Versuchen mit Sporenbildnern bei verschiedener r. D. miissen 
folgende Vorgange gesondert in ihrem Verhalten untersucht werden: 
1. die vegetative Vermehrung, 2. die Sporenbildung und 3. die Sporen- 
keimung. In der vorliegenden Arbeit soll nur auf das vegetative Wachs- 
tum eingegangen werden!. 


Hierbei war es notwendig, véllig sporenfreie Ausgangskulturen zu verwenden. Zu 
diesem Zwecke wurden die Stamme mehrere Male hintereinander in Abstainden von 


1 Zusammenfassende Behandlung der Hydraturverhaltnisse bei Sporenbildnern 


in einer spateren Veroffentlichung. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 15 
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12—18 Std auf neue, feuchte 1/, D-Agar-Schragréhrchen iibertragen. Etwa nach 
6—8 Passagen wurde mikroskopisch auf Sporen untersucht. Waren keine zu finden, 
so wurde eine Aufschwemmung in 1/,; D-Bouillon hergestellt, die Halfte zur Kon- 
trolle in einem 8 mm weiten, diinnwandigen Réhrchen 2 min im Wasserbad bei 
80° C gehalten und dann davon 3 Osen in Bouillon und auf Agar tibertragen. In 
fast 100 derartigen Einzelversuchen trat nur 4mal Wachstum auf, was jedoch 


darauf schlieBen lieB, daB trotz der haufigen Ubertragung doch noch Sporen in der 
! 
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Abb. 4. Micrococcus roseus. Stamm Nr. 46/S 5. 


Aufschwemmung vorhanden gewesen waren. In diesen vier Fallen wurden die 
angesetzten r. D.-Versuche selbstverstindlich abgebrochen und neu begonnen. 
Von der ersten Halfte der Aufschwemmung wurden gleichzeitig mit der eben ge- 
schilderten Erhitzungsprobe die Versuchsserien mit verschiedener r. D. beimpft 


wie bereits friiher beschrieben. 

Von den 16 verschiedenen bisher untersuchten Arten sei hier nur das 
Verhalten von 3 verbreiteten aeroben Sporenbildnern besprochen. Alle 
Stémme wurden vor Beginn der Versuche durch mehrfache Platten- 
kulturen gereinigt und nach den Methoden von Mryrer, BREDEMANN, 
GorrHEIL, HeIGeNER und Srapp bestimmt. Die Ubertragung der 
Stiimme erfolgte in Abstinden von 3—6 Monaten durch Ausimpfen 
gekochter Sporenaufschwemmungen auf 1/, D-Agar-Schragréhrchen. 
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Bac. subtilis. 

Stamme: Nr. 4042 Sammlungsstamm Kiel, Nr. 4333 aus HeuaufguB isoliert 1943. 

Jeweilige Ausgangskultur: 18 Std altes Schragréhrchen (1/; D-Agar), im Ver- 
such wurde !/, D-Gelatine verwendet. 

Diese Formen zeigten im Vergleich zu den untersuchten asporogenen 
Mikroorganismen keine Besonderheit 
in ihrem Verhalten bei verschiedener 
r. D. Hemmung des Anwachsens 
schon von 99% r. D. an deutlich, Aus- > 
gleich der Entwicklungsintensitat in 
den ersten 4—5 Tagen bis zu 
98,2°% r.D., von da ab dauerndes 
Zuriickbleiben hinter dem Maximum 
bei 100% r. D. (Abb. 5). 

Die Grenzwerte des Wachstums 
lagen bei95,4%r.D.,darunterkonnte 
kein Wachstum mehr _beobachtet 
werden. Das Hydraturminimum 
liegt demnach bei etwa 95% r. D. 


Oe cw cee cs ee eee ee ee ee ee 


Bac. asterosporus. Ren ee a 


Stamme: Nr. 4028 Originalstamm von 700 99 png? e 95%rD 
A. Meyer, Sammlung Marburg, Nr. 4031 
Sammlungsstamm BrEDEMANN, Ham- 
burg. 

Jeweilige Ausgangskultur: 18 Std altes Schragrdhrchen (1/, D-Agar), im 
Versuch wurde 14/, D-Gelatine verwendet. 


Abb. 5. Bac. subtilis. 


Beide Staémme zeigten nur in 
den ersten beiden Stufen bei 100 
und 99%r. D. Wachstum. Mehrere 
Wiederholungen der Versuche er- 
gaben immer dasselbe Resultat. 
Unterhalb 99% r.D. war niemals 
Entwicklung zu beobachten. Wie die 

a ok Abb. 6 zeigt, ist das Wachstum bei 
A ve mone ne i. 99% r. D. zwar deutlich verlangsamt, 
AbD. 6: Bae. asterosporus. il doch wird der maximale Entwick- 

Abb. 7. Bac. mycoides, Stamm Nr. 4022. lungszustand nach etwa 5 Tagen 

auch bei dieser r. D. erreicht. Das Hydraturminimum liegt also bei 


etwa 98,5% r. D. 


Ssh & & O/age 


Bac. mycoides. 


Stamme: Nr. 4022 Sammlungsstamm Hamburg, Nr. 4030 aus Bodenprobe 
isoliert 1940, Nr. 46/M 1 aus Bodenprobe isoliert 1946, Nr. 46/M 8 aus Bodenprobe 
isoliert 1946, Nr. 4739 Sammlungsstamm Gottingen, Nr.4 xx von Vicia faba- 
Wurzel isoliert 1946. 


LDS 
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Jeweilige Ausgangskultur: 18 Std altes Schrigréhrchen (1/, D-Agar), im Ver- 
such wurde !/, D-Gelatine verwendet. 

Ein Teil der Stimme (4022, 46/M 1 und 4739) zeigte das gleiche Ver- 
halten wie Bac. luteus (vgl. Abb. 18). Fast ausschlieBlich trat nur in der 
ersten Stufe bei 100% r. D. Wachstum ein (Abb. 7). 

Stamm 4030 wuchs hingegen jedesmal auch noch bei 99% r. D., in 
einer Versuchsserie sogar noch bei 98,2% r. D. 

Stamm 4 xx zeichnete sich durch besonders schwankendes Verhalten 
aus. Zunachst wuchs er noch bei 97,4°% r. D. Spaterhin, nach etwa 
5 Monaten konnte nur noch bei 98,2% r. D. Wachstum erzielt werden, 
haufig auch da nicht mehr. Seit dieser Zeit entwickelt sich dieser Stamm 
konstant nur noch in den ersten beiden Stufen bei 100 und 99% r. D. 
Parallel mit diesem wechselnden Verhalten ging eine Umwandlung von 
S nach R vor sich. Die Kultur, die bei der Isolierung (Juni 1946) eine 
typische Glattform des Bac. mycoides darstellte, zeigte allmahlich einen 
Umschlag zu rauhem Wachstum. Nach einem Jahre wurden nur noch 
die typischen rankenférmigen Kolonien der Rauhform gebildet. 

Genau das gleiche Verhalten zeigte der Stamm 46/M 8, der innerhalb 
16 Monaten in die R-Form umschlug. Die Wachstumsgrenze ging bei 
dieser Kultur im Laufe der Zeit von 97,4 auf 99% r. D. zuriick. 

Demnach kann eine genaue Angabe des Hydraturminimums fiir diese 
Form nicht erfolgen. Die Werte schwanken zwischen etwa 97 und 99° r. D. 

Auffallend ist der Unterschied gegeniiber dem Befunde von Warr (1924), der 
bei der Untersuchung des gleichen Organismus (Stamm Korpss, Berlin) noch bei 
97% rv. D. Wachstum feststellte. Eine Erklarung hierfiir kann zur Zeit nicht gegeben 
werden (Glattform ?). 

Erwahnt muB hier noch eine Erscheinung werden, die nicht durch bestimmte 
Hydraturverhaltnisse bedingt sein kann. Sie wurde bei einer groBen Zahl der unter- 
suchten aeroben Sporenbildner beobachtet. Es kommt haufig, vor allem bei Aus- 
impfung weniger, einzeln liegender Zellen, zu keinem Wachstum. Auch bei einer 
r. D., die normalerweise noch eine Entwicklung des betreffenden Organismus zu- 
lieB, war keine Teilung zu beobachten. Dagegen schien es mitunter, als wiirden 
die Zellen dessenungeachtet weiterhin peptonisierende Fermente ausscheiden, denn 
in ihrer Umgebung kam es zu einer Erweichung bzw. Verfliissigung der Gelatine. 
Waren jedoch in den Impftrépfehen Wuchsverbinde zu mehreren zusammenliegen- 
der Bakterien vorhanden, so kamen die betreffenden Stufen regelmaBig zum An- 
wachsen. Es konnte dann der Fall sein, daB z. B. nur bei 98,2% r. D. Entwicklung 
auftrat, in allen iibrigen Stufen, also auch bei 100 und 99% r. D., aber nicht. Eine 
Deutung dieses Befundes mu im Augenblick mangels geniigend eingehender 
Untersuchungen unterbleiben. Erwihnt sei noch, daB bei asporogenen Organismen 
derartige Erscheinungen fast niemals, vereinzelt nur bei Azotobacter und Bact. 
radicicola, beobachtet werden konnten. 

Das Verhalten weiterer untersuchter Bakterienformen ist in Abb. 18 dargestellt. 


Wachstum von Hefen bei verschiedener relativer Dampfspannung. 


Die Methodik der Untersuchung war ganz die gleiche, wie sie oben 
fiir die Versuche mit Bakterien beschrieben worden ist. Als Nahrboden 
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dienten durchweg Malzextraktmedien: 5°, Malzextrakt, dazu je nach 
Bedarf 1,8% Agar bzw. 10% Gelatine. 

Schon WALTER (1924), von dem die einzigen, mir bekannten Hydra- 
turuntersuchungen mit der hier verwendeten Methode an Hefen stam- 
men, betont die Schwierigkeiten einer exakten Messung des Wachs- 
tums bei diesen Organismen. Die gleichen Erfahrungen machte auch ich 
bei meinen Versuchen mit Hefen, weshalb auch hier nur eine Schitzung 
des relativen Wachstums nach den Angaben der Tabelle 2 erfolgte. Die 
besonderen morphologischen Beobachtungen an den einzelnen unter- 
suchten Hefestiimmen werden in einem spateren Abschnitt dieser Arbeit 
eingehend behandelt. 

Torula utilis. 

Stamm: Nr. 4719 Sammlungsstamm Geisenheim. 

Ausgangskultur: 10 Tage altes Schragréhrchen (Metezbnktagen: im Versuch 
wurde Malzextraktgelatine verwendet. 

Das Verhalten dieser Form bei verschiedener r. D. entsprach etwa 
dem des Bact. aerogenes. Schon von 99% r. D. ab erfolgte eine deutliche 
Abnahme der Entwicklungsintensitaét und auch das Anwachsen war in 
den Stufen von 99 und 98,2% r. D. deutlich, von 97,4% r. D. ab sogar 
stark gehemmt. Die letzte Stufe, die eben noch Entwicklung erkennen 
lieB, lag bei 94,5°% r.D. Darunter konnte niemals mehr Wachstum 
beobachtet werden. Die untere Grenze der Hydratur fiir die SA re 
liegt demnach bei etwa 94% r. D. 


Rhodotorula spec. 

Stamm Nr. 4044 aus Luft isoliert 1940. 

Ausgangskultur: 14 Tage altes Schragroéhrchen (Malzextraktagar), im Versuch 
wurde Malzextraktgelatine verwendet. 

Diese Form erwies sich als ttberaus unempfindlich gegen niedere r. D. 
In den ersten 3 Stufen bis 98,2% r. D. konnte itiberhaupt kein nennens- 
werter Unterschied beobachtet werden (Abb. 8). Die weiteren Stufen von 
97,5 bis 95,4% r. D. zeigten zwar etwas schwachere Entwicklung, erreich- 
ten jedoch binnen etwa 3 Tagen den gleichen Stand wie die Stufen héherer 
r. D. Von 94,5% r. D. an war zwar das Anwachsen deutlich gehemmt, 
doch war bis zu 91,5% r. D. hinunter nach einigen Tagen die Entwick- 
lung auch hier kaum merklich untereinander zuriickgeblieben. Erst bei 
90,4% r. D. trat dauernde, stirkere Wachstumsverminderung ein und 
bei 89,4°% r. D. war erst nach 12—14 Tagen Entwicklung bemerkbar, 
die jedoch auch weiterhin kriippelhaft blieb. Darunter trat kein Wachstum 
mehr auf. Der Grenzwert der Hydratur liegt demnach bei etwa 89% r. D. 


Endomyces vernalis. 


Stamme: Nr. 40151 Sammlungsstamm Berlin, Nr.4711 von H. RaaF aus 
Birkensaft isoliert 1938, Nr. 4713 Sammlungsstamm Techn. Hochschule Wien. 
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Jeweilige Ausgangskultur: 12 Tage altes Schragréhrchen (Malzextraktagar), im 
Versuch wurde Malzextraktgelatine verwendet. 

Alle untersuchten 3 Stimme erwiesen sich, wie zu erwarten, als sehr 
widerstandsfihig gegen niedere r. D.-Werte. Innerhalb der ersten 
5 Stufen bis 96,5% r. D. trat fast keine merkliche Entwicklungshemmung 
ein. Eine solche machte sich erst von 95,4% r. D. an abwarts bemerkbar, 
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Abb. 8. Rhodotorula spec. (,,Rosahefe*‘). 


wurde bei 93,6°% r. D. stirker, um bei 89,4°% r. D. ihr Maximum zu er- 
reichen. Auch hier scheint jedoch mehr das Anwachsen als der end- 
gultige Entwicklungszustand beeintriichtigt zu werden. Nach 14 bis 
16 Tagen waren die bei 91,5 und die bei 89,4% r. D. gewachsenen Ko- 
lonien nicht wesentlich voneinander verschieden. 

Die untere Grenze des Wachstums lag bei 89,4°% r. D., Stamm 4711 
zeigte mitunter auch noch bei 88% r.D. nach 3—4 Wochen ganz 
schwache Entwicklungserscheinungen. Die Grenzhydratur fiir das 
Wachstum liegt demnach fiir diese Form bei etwa 89—88°% r. D. 
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Oospora lactis. 

Stémme: Nr. 477 aus Sauermilch isoliert 1937, 4003 aus Sauerkraut isoliert 1940. 

Jeweilige Ausgangskultur: 10 Tage altes Schragréhrchen (Malzextraktagar), im 
Versuch wurde Malzextraktgelatine verwendet. 

Die Untersuchung dieses zum Vergleich herangezogenen ,,Milch- 
schimmels“* von unsicherer systematischer Stellung ergab, daB er in 
bezug auf seine Trockenresistenz fast den widerstandsfihigsten Hefen- 
formen gleichkommt. Von 97,4% r. D. ab zeigte er allerdings in den 
ersten Tagen eine stiirkere Hemmung und blieb auch von etwa 93,6% 
r. D. an abwarts dauernd stark hinter den oberen Stufen zuriick. Die 
Grenzwerte fiir die Entwicklung lagen bei Stamm 4003 bei 90,4, bei 
Stamm 477 bei 89,4% r. D. Der Grenzwert der Hydratur liegt also etwa 
bei 90—89% r. D. 

Das Verhalten weiterer Hefestamme ist in Abb. 18 dargestellt. 


Konstanz des Verhaltens bei verschiedener relativer Dampfspannung. 


Die experimentelle Behandlung dieser Frage erscheint fiir die Beur- 
teilung des unterschiedlichen Verhaltens der einzelnen Mikroorganismen 
von besonderer Bedeutung. Es wurde hierzu so vorgegangen, dab langere 
Zeit hindurch immer wieder die gleichen Stéimme gepriift wurden. 

Diese sich tiber rund 8 Jahre erstreckenden Beobachtungen zeigten 
eindeutig, da die Konstanz des Verhaltens gegeniiber niederen r. D.- 
Werten auBerordentlich groB ist. Im Vergleich zu vielen anderen, oft 
stark variierenden Eigenschaften von Mikroorganismen kann daher der 
Grad der Resistenz gegen gré8ere Trockenheit des Substrates als kon- 
stante Higenschaft, zuwmindest des jeweiligen Stammes, angesehen werden. 
Von einer Artkonstanz zu sprechen, erscheint mir auf Grund der vor- 
liegenden, immer noch an einer zu geringen Zahl von Einzelstémmen 
durchgefiihrten Versuche allerdings verfriiht. Immerhin zeigen die bis- 
herigen Ergebnisse, da nur bei wenigen Spezies stoffwechselphysio- 
logisch gleiche Typen sich gegen verschiedene r. D. unterschiedlich ver- 
halten. Meist stimmt das Wachstum der einzelnen Stamme wenigstens 
im Typus miteinander iiberein, und die Grenzwerte der Hydratur fiir das 
Wachstum sind wenigstens gréBenordnungsmafig gleich. 

Wo sich Ausnahmen hiervon zeigen (Tab. 3), haben wir es fast immer 
mit Arten zu tun, deren Vertreter auch in anderer Hinsicht als besonders 
variabel bekannt sind, wie die Typen der Coli-Gruppe, die Formen des 
Bact. radicicola sowie die einzelnen Stimme von Pseudomonas pyocya- 
mea. Auch die Sporenbildner sind hierher zu zihlen, von denen gerade 
die groBe Variabilitat des Bacillus mycoides haufig in der Literatur er- 
wihnt ist (vgl. DooREN DE Jone, 1933). 

Demgegeniiber kénnte man einwenden, ich hatte vielfach mit lange in 
kiinstlicher Kultur gezogenen Stimmen gearbeitet und es wire fraglich, 
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ob sich unter natiirlichen Bedingungen dieselben Mikroorganismen 
nicht ganz anders verhielten. Eine Anpassung an die besonderen, stabilen 
Kulturbedingungen wire ja immerhin denkbar, wenn man dann auch 
erwarten miBte, da das Verhalten der einzelnen Spezies untereinander 
sich mehr angleichen miiBte als dies tatsachlich der Fall ist, wie aus den 
vorigen Kapiteln hervorgeht. 


Um einer Klarung dieser Frage naherzukommen, wurde weiterhin 
untersucht die 


Anpassungsfahigkeit der Mikroorganismen an bestimmte 
relative Dampfspannung. 


Die ausgewahlten Stamme wurden bei 3 Stufen verschiedener r. D. geziichtet: 
bei 100% r. D., bei einer mittleren r. D. und bei der Stufe, die zwar noch gutes, 
aber doch stark gehemmtes Wachstum zeigte. Beim Weiterfiihren der Kulturen 
wurde das Deckglas abgehoben, direkt davon auf den frischen Nahrboden tiber- 
tragen und das so beimpfte neue Deckglischen tiber die gleiche feuchte Kammer 
gelegt und abgedichtet. Als KulturgefaiBe dienten etwas gréBere Schalchen mit 
zurechtgeschnittenen, klargewaschenen Fotoplatten. Die Nahrbodentropfen wurden 
entsprechend groBer angefertigt. 

Nach einiger Zeit wurde dann von jeder der 3 Stufen eine Aufschwemmung 
hergestellt und damit eine vollstandige Versuchsserie nach Tab. 1 angesetzt. 


In den Tab. 4 und 5 ist das Verhalten zweier Stimme als Beispiel fiir insgesamt 
35 derartige Versuchsserien wiedergegeben. 


Tabelle 4. 


Versuchsstamm: Bact. prodigiosum (398). 
Dauerkultur I bei 100%, IT bei 98,2%, III bei 96,5% r. D. gehalten. 


Grenzwert 
aeatad Uberimpft | Dauerkultur Wachstumsverlauf in % 1. D. 
l 
i - normal | 95,4 
30 Tage : SSG | oe LL normal 95,4 
awe bei 96,5 u. 95,4% r. D. 2 Tage 
| friiher angewachsen als bei Iu. IT 95,4 
[nek | normal | 95,4 
60 Tage Cider ral tll normal | 95,4 
Til wie nach 30 Tagen 95,4 
| I normal, die letzten 3 Stufen | 
| sehr schwach . 95,4 
3Monate | 10x | II | normal | 95,4 
TIL | Wachstum bei 96,5 und 95,4% | 
| x, D. deutlich besser als normal 95,4 
I wie nach 3 Monaten | 95,4 
6Monate | 20x | MII normal | 95,4 
errs 8 3 wie nach 3 Monaten | 95,4 
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Tabelle 5. 


Versuchsstamm: Hndomyces vernalis (40151). 
Dauerkultur I bei 100%, II bei 96,5%, IIT bei 91,5% r. D. gehalten. 


— 


ge dae Uberimpft |Dauerkultur Wachstumsverlauf ee 
SAREE ete ot 0S PORE TEBE. HRP AISI Ea EE ae ee ee ee ee 
I normal 89,4 
30 Tage 2x II | normal 89,4 
It normal 89,4 
I normal 89,4 
60 Tage 4x II normal 89,4 
Til von 94,5% r.D. abwarts star- 
keres Wachstum 89,4 
I von 97,4% r.D. ab vielleicht 
etwas schwacheres Wachstum 89,4 
3 Monate 6 xX Il normal 89,4 
IIL wie nach 60 Tagen | 89,4 
iN von 97,4% r.D. ab deutlich 
schwacheres Wachstum | 90,4 
6 Monate i Pa II normal 89,4 
| IIl | wie nach 60 Tagen | 89,4 


Ganz ahnliche Resultate ergaben gleiche Versuchsreihen mit anderen 
Stiimmen. Eine eindeutige Anpassung an eine niedrigere r. D. fand also 
innerhalb eines halben Jahres niemals statt. Diese Ergebnisse stimmen 
vollig mit den Befunden von HEINTZELER (1939) tiberein, die bei aller- 
dings weniger langer Dauerkultur von Schimmelpilzen bei niederer r. D. 
ebenfalls keine Anpassungserscheinungen erhielt. 


Haufig zeigte sich zwar in meinen Versuchen ein besseres Wachstum 
nach langerer Zucht auf trockenerem Substrat in den Stufen mit ge- 
ringerer r. D., wihrend andererseits mitunter die bei hoher r. D. gehal- 
tenen Linien eine geringere Resistenz aufwiesen, was sich z. T. sogar in 
einer Grenzwerterh6hung ausdriickte (Tab. 5 nach 6 Monaten!). Wurde 
jedoch von diesen Kulturen auf Schrigagar iiberimpft und von diesem 
nach einigen Tagen erneut die iiblichen Serien angelegt, so verhielten 
sich die Stimme in fast allen untersuchten Fallen véllig normal. Nur 
vereinzelt war eine zweite Ubertragung auf Schrigagar notwendig. Die 
Deutung dieser Erscheinungen als voriibergehende Modifikationen er- 
scheint demnach berechtigt. 


Parallelversuche mit Salzlésungen und Anderung 
der relativen Dampfspannung. 


Unter natiirlichen Bedingungen sind die Hydraturverhiltnisse der 
Umwelt von Mikroorganismen nur unter besonderen Umstinden aus- 
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schlieBlich von der Wasserdampfsittigung des Luftraumes abhangig. 
Dies wird z. B. der Fall sein bei der Lagerung von Lebensmitteln in 
feuchten Riéumen, vielfach auch im Boden, dann bei epiphytisch 
lebenden Mikroorganismen, soweit sie nicht, wie etwa die Nektarhefen 
in verborgen liegendem Nektar, weitgehend von der AuBenwelt ab- 
geschlossen sind. Meistens wird die Hydratur des Nahrmediums in der 
Natur auch oder sogar vorwiegend von gelésten osmotisch wirksamen 
Substanzen abhingen; z.B. von Salzen (Bodenlésung, Brackwasser, 
Seewasser, Salinen, eingesalzene Lebensmittel usw.) oder von Zucker 
(Bliitennektar, Narbensekret, pflanzliche Wundsekrete, Most, Honig 
usw.). Es sollte daher auch gepriift werden, ob das Wachstum eines 
Bakterienstammes gleich verliuft bei Veranderung der r. D. einerseits 
und bei Anderung des osmotischen Wertes der Nahrlésung durch Salz- 
zusatz andererseits. 

Nach den Angaben von KostytscuEw (1926, Bd. 1, S. 256) wurde die aquili- 
brierte Salzlésung nach van T’Horr hergestellt, nur wurde sie vierfach konzentriert 
angesetzt. Abgestufte Mengen dieser Lésung wurden einer ebenfalls vierfach kon- 
zentrierten Nahrbouillon bzw. Nahragar zugefiigt und mit soviel dest. Wasser auf- 
gefiillt, daB Losungen gleichen Nahrstoffgehaltes, aber verschiedener Salzkonzen- 
tration erhalten wurden. Die osmotischen Werte wurden kryoskopisch ermittelt 
und nach den Tabellen von WaLtER (1936) NaCl-Lésungen gleicher Atmosphiren- 
werte hergestellt, die zur Fiillung der feuchten Kammern dienten. Auf diese Weise 


wurden Parallelserien mit je 8 Stufen angesetzt, deren einzelne Daten in Tabelle 6 
zusammengestellt sind. 


Tabelle 6. 


Atmosphirenwerte der Nahrbéden + Salzlésung und entsprechende 
r. D.-Werte bei 20° C. 


Stufe Atm. oalenlie Stufe Atm. ATs AD 
A 2,3 99,8 E 80 94,2 
B 23 98,3 F 115 91,7 
C 42 96,9 G 135 90,3 
D 59 95,7 H 162 88,5 


Eine véllig gleiche, quantitative Beurteilung des Wachstumsverlaufes war 
natiirlich nicht méglich; dazu waren die Kulturbedingungen zu uneinheitlich. Die 
r. D.-Reihen wurden wie oben geschildert angesetzt, die Versuche mit Nahrlosung 
und Salz in Reagenzréhrchen, die Reihen mit Nahragar und Salz in Prrrischalen, 
die mit einer Glasplatte und Vaseline vor Verdunstung geschtitzt waren, angelegt. 
Die Beimpfung der r. D.-Reihen erfolgte in der bereits oben angegebenen Weise: in 
die Bouillonréhrchen wurde je 1 Tropfen der Ausgangskulturaufschwemmung ein- 
getropft, auf den Agarplatten wurde je 1 Normalése mit dem Dry@arski-Spatel 
gleichmaBig verteilt. Durch laufende mikroskopische Kontrollen wurde der Beginn 
der Entwicklung bestimmt, dann aber auch wie friiher die Intensitat des Wachs- 
tums abgeschiatzt. Die folgenden Kurven geben geglattete Mittelwertskurven aus 
etwa je 3—6 Versuchen wieder. Die Einzelwerte wurden nicht eingetragen, um die 
Klarheit nicht zu beeintrachtigen, andererseits sollte keine Genauigkeit vor- 
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getauscht werden, die der Natur der Objekte und der Methodik nach gar nicht vor- 
handen sein kann. Immerhin waren Abweichungen von Einzelwerten von der 
Kurve, die groBer waren als 1% r. D., auBerst selten. Ebenfalls aus Griinden der 
Ubersichtlichkeit wurde in den graphischen Darstellungen nur der Beginn der 
Entwicklung verzeichnet. Aus einer gréBeren Reihe von untersuchten Mikro- 
organismen seien hier nur 5 besonders eingehend gepriifte Stamme herausgehoben. 
Bei weiteren 11 untersuchten Stammen lagen bei 4 die Grenzwerte im Salzmedium 
hdher, bei 5 Stammen gleich hoch und bei 2 niedriger als bei den Parallelreihen bei 


verschiedener r. D. 
Bact. prodigiosum (Stamm 4745). 


Das Anwachsen war bis etwa 96% r. D. in allen drei Serien gleich. 
Die r. D.-Reihe zeigte darauf den iiblichen Anstieg, der Verzogerung des 
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Abb. 9. Bact. prodigiosum, Stamm Nr. 4745. 


Anwachsens entsprechend. In der Niahrlésung + Salz erfolgte dagegen 
noch bis ungefihr 92°/,, auf Nihragar + Salz bis etwa 91% r. D. Wachs- 
tum. Der Unterschied zwischen den Grenzwerten von Lésung + Salz 
und Agar -++ Salz kann jedoch nicht als gesichert gelten, weil eine sehr 
schwache Entwicklung in Bouillon natiirlich viel schwerer zu beobachten 
ist als auf Naihragar, auf dem mikroskopisch noch die geringsten Wachs- 
tumserscheinungen (Mikrokolonien) festgestellt werden kénnen. Die 
Grenzwerte fiir Salzniihrbéden liegen hier also um etwa 3—3,5% r. D. 
tiefer als fiir die Methode der Veriinderung der r. D. (vgl. Abb. 9). 


Pseudomonas tumefaciens (Stamm 476) 
zeigte ein ahnliches Verhalten, wenngleich hier, fritheren Befunden in 


r. D.-Serien entsprechend, die Grenzwerte im ganzen héher lagen als — 


bei Bact. prodigiosum. Der Unterschied entsprach etwa 1,5% r. D. 
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; Bac. mycoides (Stamm 4739) 

erwies sich im Vergleich zu seiner auBerordentlichen Empfindlichkeit 
gegen eine Erniedrigung der r. D. als wesentlich resistenter gegeniiber 
einem Salzzusatz zum Niahrsubstrat von gleichem Atmospharenwert 
(Abb. 10). Wahrend bei 99% r. D. in der feuchten Kammer kein Wachs- 
tum mehr erfolgte, trat bei Salzzusatz entsprechend einer r. D. von 
etwa 98,5% (Bouillon) bzw. 96,5% r.D. (Agar) noch Wachstum auf. 
Der Unterschied betragt also bis zu 3% r.D. Auch hier gilt fiir die in 
Bouillon und Agar gefundenen unterschiedlichen Grenzwerte das bei 


Bact. prodigiosum Gesagte. 
Bac. subtilis (Stamm 4740) 


zeigte sich wesentlich empfindlicher gegen Salz als die vorige Art 
(Abb. 11). Wahrend er bei 95% r. D. in den r. D.-Serien noch Wachs- 
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Abb. 10. Bac. mycoides, Stamm Nr. 4739. Abb. 11. Bac, subtilis, Stamm Nr. 4740. 

tum aufwies, blieben die entsprechenden Stufen der Salz-Medien schon 
steril. Die Grenzwerte fiir die Salz-Serien lagen hier also um etwa 2% 
r. D. (Bouillon) bzw. 0,5% r. D. (Agar) héher als die der feuchten 


Kammern. 
Pseudomonas pyocyanea (Stamm 4742). 
Die Grenzwerte fiir die Salz-Serien waren hier bei Bouillon und 
Agar gleich, lagen aber erheblich (etwa 2% r.D.) tiber dem mit der 


r. D.-Methode ermittelten Wert. 

Auch HetnrzELer (1939) hatte Parallelversuche mit Schimmelpilzen 
und aquilibrierter Salzlésung durchgefiihrt. Im Gegensatz zu ihren Be- 
funden, bei denen die Grenzwerte der Salzversuche immer héher lagen 
(bis 6%) als die auf verschieden feuchtem festem Substrat, zeigten meine 
Untersuchungen mit verschiedenen Bakterienstammen ein unterschied- 
liches Verhalten. Die Grenzwerte in Salzsubstraten waren 1. niedriger 
(bis 4% r. D.) (Bact. prodigiosum, Bac. mycoides), 2. etwa gleich hoch 
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(Pseudom. tumefaciens, Bac. subtilis) und 3. hoher (bis 2% r. D., Ps.@ 
pyocyanea) als die durch die r.-D.-Methode ermittelten. Kine Deutung 
dieser Befunde wird im letzten Kapitel dieser Arbeit versucht. 


Zunichst soll noch auf einige 


morphologische Beobachtungen* 


eingegangen werden, die im Verlaufe der geschilderten Untersuchungen 
gemacht wurden. 


Die Kolonieform bei Bakterien zeigte, wie zu erwarten war, oft eine 
starke Verdinderlichkeit unter dem Einflusse verschieden hoher r. D., 
die ja ihrerseits die Konsistenz des Nahrmediums beeinfluBt. Dabei er- 
wiesen sich aber beide Faktoren: 1. die r. D. und 2. die Eigenart des 
jeweiligen Stammes fiir das Auftreten besonderer Kolonieformen ver- 
antwortlich. 


Die Veradnderlichkeit der Kolonieform unter dem EinfluB verschie- 
dener r.D. konnte bei fast allen untersuchten Bakterien-Stammen 
beobachtet werden. Z. T. ist das auftretende Bild aber auch vom jewei- 
ligen Entwicklungszustand der Kolonie abhangig. Ist das Wachstum aber 
durch eine erniedrigte r. D. verlangsamt, so kann es vorkommen, da 
die bei niedrigerer r. D. entstandenen Kolonien zwar langsamer, aber 
doch alle Stufen und Formen der bei héherer r. D. gewachsenen Kolo- 
nien durchlaufen. Am wenigsten ausgepragt ist meistens die Form der 
bei 100% r. D. gewachsenen Kolonie, was zweifellos mit der halbstarren 
Konsistenz des stark gequollenen Gelatinetropfens zusammenhingt. 
Zwischen 99 und etwa 96% r. D. zeigen dann die Gelatine-Kolonien die 
stairkste individuelle, d. h. stammeseigene Variabilitét. Gegen das Hy- 
draturminimum zu tritt in der Regel dauernd stark gehemmtes Wachs- 
tum auf, was auch in einer weniger ausgepragten charakteristischen 
Form der Kolonien zum Ausdruck kommt. 

Hine auffallende Abweichung hiervon wurde bei dem ,,Bakterien‘‘- 
Stamm Mycobact. siliacum festgestellt, der bei 100% r.D. innerhalb 
weniger Tage schéne Mycelbildung zeigte und damit zusammenhingend 
deutlich strahlige Kolonien ausbildete. Bei niedrigerer r. D. kam es da- 
gegen nur zur Bildung kurzer Strahlen am Rande der Kolonien. 


Auch auf die Morphologie der Bakterienformen selbst ist die r. D. nicht ohne 
EKinfluB. Der gréBte Teil der Protokolle sowie zahlreiche Mikroaufnahmen sind 
leider durch Kriegseinwirkung verloren gegangen, doch sei das besonders auffallige 
Verhalten eines aus der Rhizosphire von J'ussilago farfara isolierten, der Radio- 
bacter-Gruppe nahestehenden Stabchens, das gelegentlich anderer Untersuchungen 
(Burctk, 1940) in Kultur genommen wurde, naher besprochen. Die Kultur zeigte 
von 99% r. D. ab starke Hemmung, bei 100% r. D. innerhalb von 7 Tagen Ver- 
fliissigung des ganzen Nihrbodentropfens; der Grenzwert des Wachstums lag bei 


1 Interessenten kann eine Kollektion von 75 Mikroaufnahmen vom Verf. zur 
Kinsichtnahme zur Verfiigung gestellt werden. 
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etwa 94% r.D. Nach 10tagigem Wachstum wurden Ausstrichpraparate der ein- 


zelnen Stufen hergestellt und mit Methylenblau gefarbt. Das Ergebnis ist in Tab. 7 
wiedergegeben. 


Tabelle 7. 
Morphologie von Stamm ,,7'w 12‘‘ auf Bohnengelatine, 10 Tage bei 20° C. 
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Stufe Soe 1D Morphologie (Methylenblaufirbung) 
Ne 

5 100 kokkenformige, unterschiedlich farbbare Formen, 
1—1,2 w groB ; 

IL - 99 | kokkenformige Kurzstabchen, gut farbbar, 0,5—0,7 x 
0,9—1,3 uw groB 

Tit 98,2 Kurzstabchen, gut farbbar, 0,5—0,7 x 1—1,5 u 

LV? 97,4 Kurzstabchen, gut farbbar, 0,5—0,7 x 1—2 wu 

V | 96,5 Kurzstabchen, gut farbbar, 0,6—1 x 1,5—3 u 

VI 95,4 Langstabchen, zum Teil leicht gekriimmt, unregelmafig 
farbbar, 1—1,2 x 2—4 u 

VII 94,5 typische Involutionsformen von unregelmaBiger Gestalt 
und Farbbarkeit, bis zu 3 x 14 ~ groB 


Kin so starkes Variieren unter dem HinfluB verschiedener r. D. wurde 
indessen bei keinem anderen Bakterienstamm wieder gefunden. Haufig 
waren aber weniger krasse morphologische Abweichungen feststell- 
bar, auf die im einzelnen jedoch hier nicht naher eingegangen werden 
kann. 


Ein direkter Einflu8 der r. D. auf die Gestalt der Bakterien scheint 
allerdings wenig wahrscheinlich. Durch die starke Austrocknung der 
Gelatinetropfen bei niederer r.D. werden natiirlich die Diffusions- 
bedingungen schlechter, was leicht zu einer Anhaufung schadlicher 
Stoffwechselprodukte einerseits sowie zu einer Behinderung der Zu- 
fuhr neuer Nahrstoffe zu den einzelnen Individuen andererseits fiithren 
kann. Beide Faktoren wurden aber bereits vielfach in der Literatur als 
die Ursache der Bildung besonderer, z. B. sogenannter teratologischer 
Wuchsformen nachgewiesen. Sie werden vermutlich auch bei der hier 
vorliegenden Versuchsanordnung die Hauptrolle spielen. 


Dieselbe Verkettung einzelner Faktoren finden wir auch in bezug auf 
die Beweglichkeit bei verschiedener r.D. Pseudomonas pyocyanea 
Stamm 4013 und 44120 zeigten z. B. auch noch bei 99% r. D. nach 
2 Tagen lebhafte Higenbewegung, wihrend Stamm 4309 nur bei 100% 
r. D. bewegliche Formen aufwies. Stamm 4742 endlich lieB haufig sogar 
noch bei 98,2% r. D. eine, wenn auch langsame Higenbewegung er- 
kennen. Ma8geblich war jedoch nicht das Verhalten der einzelnen 
Stamme gegen verschiedene r. D.-Werte, sondern die verschieden grobe 
Fahigkeit zur Gelatineverfliissigung, wie die Zusammenstellung in 
Tabelle 8 zeigt. 


 ——— 
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Tabelle 8. 
Faktorenverkettung: Beweglichkeit — Gelatineverfliissigung — r. D. bei verschie- 
denen Stimmen von Pseudom. pyocyanea (20° C). 


Stamm | 100° Be wee D, 98.29 | Gelatineverfliissg. 
qd 
| . 
4009 | aa 0 0 | maBig 
44120 +p + 0 | gut 
4013 | ++ ae O* / gut 
4742 ce on (+) | sehr gut 


* Kein Wachstum! 


Bei den Stiimmen 44120 und 4013 war die Verfliissigung so intensiv, 
daB auch bei 99% r.D. der Gelatinetropfen verfliissigt wurde, bei 
Stamm 4742 sogar noch bei 98,2% r. D. Stamm 4009 hingegen zeigte — 
so schwache Peptonisierung, daB nur in der ersten Stufe bei 100% r. D. 
die Gelatine eine fiir die GeiBeltatigkeit geniigende Verfliissigung erfuhr. 

Einfliisse der r. D. auf die Morphologie von Hefen wurden bereits 
von WALTER (1924) beschrieben. Bei meinen Untersuchungen konnten 
diese Befunde bestitigt und erweitert werden. Die systematische Stellung 
der jeweiligen Form spielt fiir das Verhalten bei verschiedener r. D. — 
eine ausschlaggebende Rolle. Es sind also auch hier innere formbildende 
Krafte, die die Fahigkeit zur Reaktion auf auBere Einfliisse bedingen. 


Torula utilis zeigte weder in bezug auf die Kolonieform noch auf die 
der einzelnen Zellen auffallige Besonderheiten. Bei 100% r. D. erschienen 
die Individuen etwas liinglicher als unter normalen Kulturbedingungen, 
bei etwa 97% r. D. war die normale Torulaform vorherrschend, die in 
den letzten Stufen mit feststellbarem Wachstum z. T. durch blasig an- 
geschwollene Zellen bis zu 3facher GréBe abgelést wurden. 

Ganz ihnlich verhielt sich Schizosaccharomyces Jérgensohnii, deren 
Typus als ,,Spalthefe‘’ vor allem bei 97—96°% r. D. besonders klar 
zutage trat. 


Zygosaccharomyces polymorphus zeigte insofern eine interessante Ab- 
weichung, als bei hoher r. D. (bis 99°% r. D.) sowie bei besonders nie- 
driger r. D. (ab 96°) Kolonien mit ziemlich glattem Rand _ gebildet 
wurden, dazwischen jedoch, z. B. bei 98,2% r. D., nach einigen Tagen 
deutliche SproBverbande am Rande der Kolonie zur Ausbildung kamen. 
Die Kolonien erhielten hierdurch einen gefransten Rand und unter- 
schieden sich so ganz deutlich von den glattrandigen Kolonien héherer 
und niedrigerer r. D. 


Saccharomyces cerevisiae bildete bei 100% r. D. SproBverbande aus 
langen gestreckten Kinzelzellen, die ihrerseits ebenfalls langliche Seiten- 
zweige ansetzten (Abb. 12). Bei 98,2°% r. D. erschienen die SproBver- 
biinde selbst und auch deren einzelne Glieder bereits wesentlich kiirzer, 
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was bei etwa 96% r. D. noch stiirker zum Ausdruck kam. Von 94,5% 
r. D. abwarts kamen nur kugelférmige Zellen zur Ausbildung, wie sie 
Abb. 13 zeigt. 

Kin von M. SrermeEr von eingemachten Riiben isolierter Willia- 
Stamm (Willia spec., Nr. 4732) zeigte ein gleiches Verhalten in noch 
ausgepragterer Form. Bei 100% r. D. wuchsen binnen 3 Tagen, strahlen- 
formig vom Zentrum ausgehend, septierte Zellfaden, denen kiirzere 
Seitenzweige entsproBten, die ihrerseits wiederum Sprosse bildeten. In 
jeder weiteren Stufe waren die SproBverbinde sowie deren einzelne 


: 150 mal) 


[Prot.-Nr. 489/492 — 471. 


Glieder in den ersten 3—6 Tagen kiirzer als in der nachsth6heren Stufe. 
Bei 93,6°% r. D. wurden wiederum nur absolut rundliche Zellen gebildet. 
Nach einigen Tagen zerfielen dann die Verbiande bei 100 und 99% r. D. 
in kurze Oidien bei gleichzeitiger starker Erweichung der Gelatine- 
trépfchen, so da die urspriinglich strahligen Auslaufer in dicke 
Wiilste verwandelt wurden, die nur an einzelnen Stellen noch ihre Her- 
kunft aus SproBverbanden erkennen lieBen. Bei mittlerer r. D. (z. B. 
98,2%) hingegen waren nun reichverzweigte Spro8baumchen entstan- 
den, die allerdings wesentlich gedrungenere Seiteniste aufwiesen als die 
einige Tage friiher bei 100 und 99% r. D. gebildeten SproBbiumchen. 

Willia anomala verhielt sich aihnlich. Die Mycelbildung war hier be- 
sonders deutlich. Wenn auch gewisse graduelle Unterschiede vorhanden 
waren, so war der Typus des morphologischen Bildes bei unterschied- 
licher r. D. doch der gleiche wie von Stamm Nr. 4732. 

Endomyces vernalis zeigte ein Verhalten, das in allen wesentlichen 


Punkten auffallend dem von Oospora lactis ahnelte. Die hier gegebene 


Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 16 
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Beschreibung gilt daher im groBen ganzen fiir beide Formen, vielleicht 
mit geringen Verschiebungen am Ende der r. D.-Reihe, weil sich Endo- 
myces meist als etwas resistenter gegeniiber niedriger r. D. heraus- 
sestellt hat als Oospora lactis. 

: Bei 100 und 99% r. D. wurden raschwachsende, aus langen Zellen 


bestehende Mycelien gebildet, die, strahlig vom Zentrum der Kolonie 


i 
ery 


Abb.14. Endomyces vernalis, 8 Tage bei 100°/, r. D. (Vergr.: 200 mal) [Prot.-Nr. 617/48]. 


ausgehend, vielfach bald den Tropfenrand erreichten. Bis zu 93% r. D. 
hinunter beherrschte zwar das strahlige Wachstum das Bild der Kolo- 
nien, zeigte aber die Tendenz, mit abnehmender r. D. immer kiirzere 


Abb. 15 u. 16. Oospora lactis, 9 Tage bei 100% und 97,4% r. D. (Vergr.: 10mal) 
[Prot.-Nr. 501/502 — 47). 


Zellen auszubilden. Bei 93°, r. D. waren nur noch kurze, septierte Zell- 
ketten mit wenigen seitlichen Aussprossungen vorhanden. Nach wenigen 
Tagen begann dann der Zerfall des Mycels in Oidien (Abb. 14), der bei 
hoherer r. D. rasch, bei jeder weiteren Stufe niedrigerer r.D. jeweils 
etwas verzogert auftrat. Diese Erscheinung driickte sich natiirlich auch 
in der Kolonieform aus. Die auBerordentlich lockeren Randauslaiufer 
der bei 100%, r. D. gewachsenen Kolonien (Abb. 15) standen in jeder 
weiteren Stufe von niedrigerer r. D. dichter (Abb. 16). Der , ,pilzihnliche“ 
Kindruck verschwand daher mit abnehmender r. D. immer mehr, bis von 
etwa 93 bzw. 90% r. D.abdas Bild einer typischen Hefekolonie erreicht war. 
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4 Endomyces Magnusii zeigte im morphologischen Verhalten vollige 
Ubereinstimmung mit Hndomyces vernalis und weitgehende mit Oospora 
lactis. Bei einer r. D. zwischen 97 und 95% zeigte Endomyces Magnusii 
sehr auffalligen Drehwuchs (Abb. 17), der in etwas geringerem Grade 
auch bei verschiedenen anderen Hefen, vor allem bei den Endomyces 
vernalis- und Oospora lactis-Stimmen bei der gleichen r. D. auftrat. 

Weitere noch laufende Untersuchungen an zahlreichen Hefestiimmen 
sollen zeigen, ob den beobachteten morphologischen Ausbildungen bei 
verschiedener r. D. eine diagnostische Bedeutung fiir die praktische 
Hefe-Systematik zukommt. 


C. Besprechung der Ergebnisse. 


Von den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen interessieren 
zunaichst die Grenzwerte der Hydratur fiir das Wachstum. Eine Zu- 


a7 


Abb. 17. Endomyces Magnusti, 15 Tage bei 96,5% r. D. (Vergr.: 70mal) [Prot.-Nr. 627/47]. 


sammenstellung der gefundenen Werte enthalt das Diagramm in Abb. 18, 
das auch gleichzeitig tiber das AusmaB der Schwankungen sowie tiber die 
r. D. Auskunft gibt, bei der bereits eine dauernde Entwicklungshemmung 
eintritt. 

Vergleichen wir die erhaltenen Daten mit den drei von WALTER 
(1931, S. 14) aufgestellten Gruppen von Mikroorganismen in bezug auf 
ihre Hydraturverhaltnisse, so zeigt sich folgendes: In die Gruppe I 
= xerophile Arten (Minimum zwischen 90 und 85% r. D., starkere 
Hemmung von 95% abwarts) gehéren die ,,Rosahefe und Hndomyces 
vernalis. Micrococcus roseus, Zygosaccharomyces polymorphus, Oospora 
lactis und eventuell auch Saccharomyces cerevisiae bilden den Ubergang 
zur Gruppe II = mesophile Arten (Minimum zwischen 95 und 90% r. D., 
Hemmung von 98—97% abwirts). Zu dieser Gruppe gehoren viele der 
bekannten saprophytischen Bakterienarten wie Luftsarcinen, Pseudo- 
monas iniqua, Mycobacterium siliacum, vereinzelte Stimme von Bact. 
coli und Bact. vulgare sowie fast alle Hefen. An der Grenze der meso- 


philen Arten stehen Formen wie Bact. prodigiosum, Bact. aerogenes, 
16* 
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gewisse Sttiimme von Pseudomonas pyocyanea und Bac. subtilis, die zur 
Gruppe III = hygrophile Arten iiberleiten (Hydraturminimum bei 95% 
r. D. oder héher, Hemmung von 100% r. D. abwiirts beginnend). Hier- 
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Abb. 18. Hydratur-Grenzwerte des Wachstums bei Bakterien und Hefen. Nachstehend in Klammern () 
die Zahl der untersuchten Stiimme. 
1 Bac. mycoides (3), 1a Bac. mycoides (2), 2 Pseudomonas pyocyaned (1), 2a Pseudomonas pyocyanea 
(3), 3 Bac, luteus (2), 4 Bac. asterosporus (2), 5 Bact. radicicola (3), 6 Azotomonas insolita (1), 7 Pseudo- 
monas tumefaciens (3), 8 Bac, mesentericus (3), 9 Bact. vulgare (3), 10 Bact. coli (3), 11 Bac. subtilis (2), 
12 Bact, prodigioswm (4), 13 Bact. aerogenes (4), 14 Mycobact. siliacum (1), 15 Pseudomonas iniqua (1), 
16 gelbe Luftsarzinen (5), 17 Micrococcus roseus (3); 
18 Torula utilis (1), 19 Schizosaccharomyces Jirgensohnii (1), 20 Willia spec. (1), 21 Saccharomyces 
cerevisiae (3), 22 M ycoderma cerevisiae (1), 23 Zygosaccharomyces polymorphus (1), 24 Oospora lactis (2), 
25 ,, Rosahefe** (1), 26 Endomyces Magnusii (1), 27 Willia anomala (1), 28 Endomyces vernalis (3). 


her zihlen Bac. mycoides, Stimme von Pseudomonas pyocyanea, Bac. 
luteus, Bac. asterosporus, Bact. radicicola u. a. 

Wie jedes vom Menschen geschaffene Schema stellt auch diese Ein- 
teilung nur ein grobes System fiir das verschiedene Verhalten der Mikro- 
organismen bei unterschiedlicher r.D. dar. Die Abb. 18 zeigt, daB es 
zwischen diesen Gruppen eine liickenlose Reihe von Ubergangsformen gibt. 

Uber die Konstanz des Verhaltens bei verschieden hoher r. D. kann 
auf Grund der vorliegenden Untersuchungen gesagt werden, daB sie, 
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wenigstens fiir jeden einzelnen Stamm, auBerordentlich groB ist. Inner- 
halb einzelner Arten scheint wenigstens gré8enordnungsmabig gleiches 
Verhalten die Regel zu sein. Ausnahmen hiervon machen auch sonst 
als sehr variabel bekannte Mikroorganismen, was deutlich aus der Zu- 
sammenstellung in Abb. 18 hervorgeht. Die festgestellte Konstanz des 
Verhaltens gegeniiber einer bestimmten r. D. erscheint bei naherer Be- 
trachtung auch keineswegs verwunderlich. Durch die hier angewendete 
r. D.-Methode wird ja, wie schon gesagt, auf rein physikalischem Wege 
eine verschiedene Trockenheit des Nahrsubstrates herbeigefiihrt. Hier- 
durch wird aber ebenso rein physikalisch der Quellungszustand des 
Plasmas der untersuchten Mikroorganismen veraindert (WALTER, 1924). 
Dieser Quellungszustand ist aber in bezug auf die Wachstumsfihigkeit 
der jeweiligen Form ausschlieBlich abhiingig von der chemisch-physi- 
kalischen Zusammensetzung des Plasmas. Dali diese aber, wenigstens 
innerhalb eines Stammes und meistens wohl auch innerhalb einer Art, 
als konstant anzunehmen ist, scheint ebenso selbstverstindlich, wie die 
daraus resultierende Konstanz des Verhaltens bei verschiedener r. D. 

Dem entsprechen auch die Ergebnisse anderer Autoren, die sich mit 
dem ,,normalen osmotischen Wert‘ oder dem ,,normalen intracellularen 
Druck‘ bei pflanzlichen Mikroorganismen befaBten (BLAGOWESCHT- 
SCHENSKY und Mitarbeiter, 1926; Miscuustrn, 1936). Auf Grund ihrer 
Untersuchungen an Hefen kommen auch SELIBER und KaTzNELSON 
(1927) zu dem SchluB, der osmotische Wert sei, wenn auch vom Nahr- 
boden abhiangig, eher ein systematisches als ein dkologisches Kenn- 
zeichen. Mir scheint allerdings, im Hinblick auf die Fundorte mancher 
typischer xerotoleranter Formen, die folgende Formulierung besser den 
tatsichlichen Verhaltnissen zu entsprechen: Weil der osmotische Wert 
primir ein systematisches Stigma einer Art ist, kann er auch zu einem 
ékologischen Merkmal werden, wenn der Organismus in einem Milieu 
lebt, das seinem osmotischen Wert entspricht. Neben diesem ,,Kigen- 
wert‘ ist aber auch die Toleranz der jeweiligen Art gerade fiir 6kologische 
Gesichtspunkte wesentlich. 

Damit wird auch der Einwand von Miscuustrn (1936) gegen die von 
verschiedenen Autoren benutzten Methoden, z. B. auch gegen die hier 
verwendete, hinfallig. Die meisten Untersuchungen, darunter auch die 
vorliegenden, sollten ja ergeben, unter welchen AuSenbedingungen in 
bezug auf die osmotischen Verhiltnisse Mikroorganismen noch lebens- 
tatig sind, waihrend Miscuustin den arteigenen intracellularen Druck‘ 
bestimmt. Beide Fragestellungen sind systematisch und dkologisch von 
Interesse, hier sollte jedoch nur die erste behandelt werden. 

- Wie schon eingangs betont, wurden die osmotischen Bedingungen in 
friiheren Untersuchungen meistens durch Zusatz von Zucker oder 
Salzen zu den Nahrmedien verindert. Vergleichen wir zunachst die mit 
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Zuckerzusatz erzielten Ergebnisse mit den durch Veranderung der r. D. 
gewonnenen, so zeigt sich eine gute Ubereinstimmung, wie dies schon 
Watrer (1931, S. 15) und HerntTzELER (1939, S. 124) feststellten. Leider 
enthalten viele friihere Mitteilungen iiber osmophile Hefen, worauf 
schon Krormer und KrumBunorz (1931) hinwiesen, oft sehr mangel- 
hafte, ja sogar véllig unbrauchbare Angaben iiber die Zuckerkonzen- 
tration der verwendeten Nahrlésungen. Immerhin zeigt sich doch — 
wenigstens gréfenordnungsmiBig eine hinreichende Ubereinstimmung ~ 
mit den hier auf festem Substrat bei verschiedener r. D. ermittelten — 
Grenzwerten. (Vgl. die Angaben bei Laurent, 1890; LinpNER, 1894; 
Konu, 1908; v. p. Herr, 1911; Metssner, 1920; Sarawa, 1920; 
Ki6cKER, 1924 u.a.) Uber die weite Verbreitung und die speziellen — 
Standorte osmophiler SproBpilze berichten die umfangreichen Arbeiten — 
von KrorMeR und Krumpuyorz (1931), KrumpBxHouz (193la und b), 
KARAMBOLOFF und KrumBHorz (1931) sowie KROEMER und KRUMB- 
HOLZ (1932). 

Darin finden sich auch wertvolle Angaben iiber das Verhalten der — 
gleichen Stiémme bei Zusatz verschiedener Neutralsalze zur Nahrlésung ~ 
(KROEMER und KrumBno rz, 1932, 8. 387). Die dabei ermittelten Grenz- — 
konzentrationen zeigen auffallende Abweichungen und bringen neue 
Belege fiir das schon vielfach festgestellte unterschiedliche Verhalten 
von Mikroorganismen gegeniiber Neutralsalzen. 

Wir haben es eben hier nicht mehr allein mit einer Frage des Wasser- 
haushaltes zu tun, sondern es kommt die jeweils anders ausgepragte 
chemische, bzw. physiko-chemische Wirkung der Elektrolyte hinzu. 
In den einschlaigigen Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, 
dafi die Wachstumsgrenze in Nihrsubstrat + Salz entweder héher, 
gleich oder auch niedriger liegen kann als bei gleicher Verinderung der 
r. D. auf salzfreiem Medium. Es ist also hier nicht ausschlaggebend, 
welche osmotischen Werte ein Organismus vertragen kann, bzw. welche 
ihm noch eine Entwicklung gestatten, sondern die Vertriglichkeit des 
jeweiligen Salzes ist fiir das Verhalten des betreffenden Stammes ver- 
antwortlich. 

Wir miissen demnach eine Aufnahme der osmotisch wirkenden Elek- 
trolyte in das Zellinnere annehmen, was ja wohl auch fiir Zucker gelten 
diirfte, wobei bei letzterem aber natiirlich keine spezifische Wirkung von 
Anion und Kation zur Geltung kommt. Dies diirfte auch der Grund 
sein fiir die viel gréBere Anpassungsfihigkeit an héhere Salzgehalte 
einerseits als an gréRere Zuckerkonzentrationen und niedere r. D.-Werte 
andererseits. Schon LAuRENT (1890) berichtet von einer Bierhefe, die 
sich an 20—25%ige KNO,- und 29%ige NaCl-Lésungen gewohnen lieB: 
Dabei trat jedoch auch eine Gewéhnung an die zur Erhéhung des osmo- 
tischen Wertes verwendete Substanz ein! Gleiches gilt auch fiir die 
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zahlreichen anderen Versuche, Mikroorganismen einem hodheren Salz- 

gehalt des Substrates anzupassen (ERRERA, 1899; RacrporsKky, 1905: 

Hor, 1935 u. a.). 

Das Problem der halophilen Mikroorganismen gewinnt, so betrachtet, 
eine andere Bedeutung: Das Schwergewicht verlagert sich von der 
physikalischen (Osmose!) nach der physiko-chemischen Seite (Ionen- 
wirkung!). Dann werden auch einander widersprechende Angaben iiber 
halophile Mikroorganismen und deren Herkunft verstindlicher (Hor, 
1935; ScHoor, 1935; MiscuustIn, 1936). 

Diese Uberlegungen sollten auch in einer strengeren, sinngemaBeren 
Terminologie ihren Niederschlag finden, so da8 nicht weiter unter 
gleichen Bezeichnungen véllig verschiedene Faktoren zusammen- 
geworfen werden: 

I. Von Xerophilie (Mesophilie, Hygrophilie) sollte man nur dann 
sprechen, wenn es sich um ein Verhalten von Mikroorganismen handelt, 
das ausschlieBlich vom Faktor Wasser abhingig ist; also bei Verande- 
rung der r. D. 

II. Die Ausdriicke Osmophilie (Osmotoleranz usw.) sollten nur dann 
verwendet werden, wenn Veranderungen des osmotischen Wertes unter 
dem Einflu8 chemisch neutraler osmotisch wirksamer Mittel vorliegen. 
Wo hierbei zudem noch von seiten des Organismus einem bestimmten 
Stoff der Vorzug gegeben wird, kénnte dieser in die Termini mit ein- 
bezogen werden (z. B. Saccharophilie). 

III. Der Gebrauch des Begriffs Halophilie (Halotoleranz usw.) ist 
nach dem Gesagten klar. Hier handelt es sich in erster Linie um physiko- 
chemische Einwirkungen; inwieweit dabei auch osmotische Krafte eine 
Rolle spielen, muB jeweils besonders untersucht werden. 

Auch die Nomenklatur der jeweiligen Unterabteilungen dieser Gruppen 
sollte sinngem48 praziser gefaBt werden. So wiirde ich fiir die verschie- 
denen Reaktionsstufen der Mikroorganismen bei physikalischer Trocken- 
heit des Substrates, die in vorliegender Arbeit untersucht wurden, 
folgende 3 Untergruppen unterscheiden : 

a) Hygrophile Arten: Hemmung der Entwicklung gleich von 99% r. D. 
an deutlich, Hydraturminimum iiber 95% r.D. (= Hygrophile 
Arten von WALTER, 1931). 

b) Xerotolerante Arten: Hemmung erst unterhalb 98% r. D. deutlich, 
Hydraturminimum unter 95% r. D. (= Mesophile Arten von WALTER, 
1931). 

c) Xerophile Arten: Optimum der Entwicklung liegt mitunter deutlich 
unterhalb 98,5% r. D., Hydraturminimum oft weit unter 90% r. D., 
deutliche Hemmung erst unterhalb 95% r.D. (Gruppe I = xero- 
phile Arten von WaAtrteER, 1931.) 
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In gleicher Weise wire die Nomenklatur in den anderen beiden 
Gruppen IT und IIT zu gestalten, wie dies fiir die halophilen Bakterien 
bereits Hor (1935) durchgefiihrt hat, der (obligat) halophile, halo- 
tolerante und halophobe Formen unterscheidet. 


D. Zusammenfassung. 


Die Lebenstiatigkeit von Bakterien und Hefen wird bei verschiedener 
relativer Dampfspannung (r.D.) an Hand von 19 Bakterienarten 
(50 Stamme) und 10 Hefen (14 Stiéimme) und zum Vergleich an 3 Stam- 
men von Oospora lactis untersucht. Als Kriterium der physiologischen 
Aktivitaét wurde das Wachstum gewablt. 

Fir das Verhalten eines Stammes ist sowohl der Grenzwert der Hydra- 
tur als auch die Entwicklungsintensitit (Verlauf des Wachstums) von 
Bedeutung. Die absoluten Hydraturminima fiir das Wachstum lagen 
fiir Bakterien bei etwa 90° r. D., fiir Hefen bei etwa 88% r. D. Diese 
Werte werden jedoch nur von wenigen Vertretern der beiden Gruppen 
erreicht. Als besonders wenig widerstandsfaihig gegeniiber niederer r. D. 
erwiesen sich die vegetativen Formen mancher Arten von aeroben 
Sporenbildnern. Ganz allgemein zeigen die Hefen eine etwas gréBere 
Resistenz gegen physikalische Trockenheit des Substrates als die Bak- 
terien. 

Wie rund 8 Jahre lang durchgefiihrte Versuche mit gleichen Stémmen 
zeigten, ist die Konstanz des Verhaltens bei verschiedener r. D. auBer- 
ordentlich groB. Artkonstanz ist fiir viele Formen wenigstens gréBen- 
ordnungsmaBig vorhanden. Wo bei den verschiedenen St&émmen einer 
Art gréBere Schwankungen auftraten, handelt es sich durchweg um 
auch in anderer Hinsicht leicht variierende Formen. 

Versuche, die gepriiften Mikroorganismen an niedere r.D. anzu- 
passen, verliefen innerhalb einer 6monatigen Versuchsdauer ausnahmslos 
ohne wesentlichen positiven Erfolg. 

Paralleluntersuchungen mit Zusatz von aiquilibrierter Salzl6sung zum 
Nahrsubstrat zeigten, daB die Grenzwerte z.'T. héher, z.'T. gleich hoch 
und z. T. niedriger lagen als die in feuchten Kammern bei verschiedener 
r. D. ermittelten. 

Morphologische Beobachtungen ergaben bei Bakterien, vor allem aber 
auch bei Hefen eine Beeinflussung der Kolonieform und vielfach auch 
der Gestalt der Individuen durch verschieden hohe r. D. Am Zustande- 
kommen besonderer Wuchsformen sind sowohl der iiuBere Einflu8 (r. D.) 
als auch innere Faktoren, die je nach der Organismenart verschieden 
sein kénnen, beteiligt. Bei Hefen sind deutliche Anzeichen fiir eine 
Beziehung zwischen der morphologischen Reaktion auf unterschiedliche 
r. D. und der systematischen Stellung vorhanden. 
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Bei der Besprechung der Ergebnisse wird auf die Erscheinungen der 
Xerophilie, Osmophilie und Halophilie bei Mikroorganismen  ein- 
gegangen. 

Herrn Prof. Dr. H. Waurer danke ich herzlich fiir die vielfache Férderung 
und Anteilnahme bei der Durchfithrung dieser Untersuchungen; fiir die Uber- 


lassung von Reinkulturen den Herren Professoren BREDEMANN, RippeL-BaLDES 
und STEINER sowie Herrn Oberregierungsrat Dr. Stapp. 
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Uber den Einflu8 der Kultivierungsbedingungen auf die 
Farbstoffbildung durch Penicillium-Arten’. 


Von 
ANNEMARIE GROSSER, HANNE KUNDTNER-SCHWARZKOPF 
und KONRAD BERNHAUER. 


(Hingegangen am 29. November 1949.) 


Eines der auffallendsten 4uBeren Merkmale bei der Kultivierung zahl- 
reicher Penicillien ist deren Farbstoffbildung und das dabei zu beobach- 
tende auBerordentlich mannigfaltige ,,Farbenspiel’. Die Farbenpracht 
von ,,Pilzgarten“ mikrobiologischer Sammlungen steht der von Blumen- 
garten kaum nach. Die Farbung der meisten Penicillien ist so charak- 
teristisch, daB sie auch zur botanisch-mykologischen Beschreibung und 
Kennzeichnung der einzelnen Arten herangezogen wird [vgl. THom 
(1930), NreTHAMMER (1949)]. 

Diese auffallende Farbstoffbildung hat in zahlreichen Fallen zur Namengebung 
von Penicilliwm-Arten AnlaB gegeben (z. B. P.coeruleum, P. roseo-purpureum, 
P. carmino-violaceum, P. aurantio-brunneum, P.cyaneum, P. rubrum, P. glaucum, 
P. luteum, P. sanguineum, P. purpurogenum u.v.a.). Aber auch ganze Unter- 
gruppen oder Sektionen des Penicilliwm-Systems wurden nach dem Farbstoff- 
bildungsvermégen ihrer Vertreter benannt (z. B. die Sektionen Aeruginosa, Viridi- 
cata, Glauca; die Untergruppe Luteo-virida mit der Sektion Luteo-purpurogena). 
Das Farbstoffbildungsvermégen ist aber nicht auf diese Sektionen beschrankt, son- 
dern in der ganzen Pilzgruppe weit verbreitet. Wahrend sich manche Arten — 
wie haufig schon aus der Namengebung ersichtlich ist — durch ihre leuchtend 
gelben, roten, griinen, blauen oder violetten Farben der verschiedensten Ténung 
auszeichnen, gibt es natiirlich auch solche, die kaum oder nur schwach gefarbt 
bzw. miBfarben sind. 

Im Gegensatz zu dieser auBerordentlich mannigfaltigen Farbstoff- 
bildung der Penicillien steht, daB tiber die chemische Zusammensetzung 
der Farbstoffe erst sehr wenig und tiber ihre Funktion im Zellgeschehen 
noch fast nichts bekannt ist. Wir hatten geplant, uns mit der Farbstoff- 
bildung durch Penicillien von mykologisch-botanischen, biologischen 
und biochemischen Gesichtspunkten aus eingehender zu beschiaftigen, 
doch mubte diese Arbeit aus iuBeren Griinden Anfang 1945 im Anfangs- 
stadium abgebrochen werden. Es konnte jedoch bereits in den dies- 
beziiglichen Voruntersuchungen eine Reihe nicht uninteressanter Be- 
funde iiber die Beeinflu&barkeit der Farbstoffbildung der Penicillien 
durch éiuBere Faktoren gemacht werden, woriiber hier berichtet sei. 


‘Aus dem vormaligen Institut fiir Biochemie u. Nahrungsmittelchemie der 
Deutschen Technischen Hochschule in Prag. — Vgl. auch Diplom-Arbeit H. Kunpt- 
NER, Prag, Marz 1945. 
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Uber die BeeinfluBbarkeit der Farbstoffbildung der Pilze durch die Zusammen- 
setzung des Nahrmediums liegen bisher erst relativ wenige Untersuchungen vor 
(vgl. dazu Foster, 1949). Im gegebenen Zusammenhang interessieren die iiber 
die Beeinflussung der Farbstoffbildung durch Penicillien gemachten Beobachtungen. 
Dabei mu8 vor allem auf eine Arbeit von Merz (1930) verwiesen werden, der in 
einer ausgedehnten Studie die BeeinfluBbarkeit der Farbstoffbildung von Pilzen 
durch Spurenelemente (Fe, Zn und Cu) aufgezeigt hat. Untersucht wurde auBer 
anderen Pilzen P. sulfwrewm, P. lutewm und eine nicht naher bestimmte Penicilliwm- 
Art unter Beniitzung der Oberflachenkultur. Dabei hatte vor allem eine Kombi- 
nation der drei Spurenelemente einen starken Einflu8 auf die Intensitat der Farb- 
stoffbildung. Gegeniiber den einzelnen Elementen verhielten sich die Pilze indivi- 
duell etwas verschieden. 


Tabelle 1. 


Farbstoffbildung der verwendeten Penicilliwm-Arten beim Wachstum auf 
Bierwiirze-Agar. 


Nr. 


Pilzart 


Farbung 


der Oberseite 


des Agars 


6 | P. spec. (Bivert. symm.) griin-gelb orange-rot bis braun 
10 | P. spec. (Bivert. symm.) gelb-rosa-violett- 
griin rotbraun bis braun 
23 | P. spec. (Bivert. symm., grau-griin-rosa- 
Ascogena) beige rot bis braun 


50) AON nohe We Ins he ew aop tae} Igolins) a igelh eelos):ic| 
ye 
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P. spec. (Bivert. symm.) 
P. aureo-limbum ZaAt. 
P. spec. (Bivert. symm.) 


schmutzig-griin 
schmutzig-graugriin 
weiB-griin 


rot bis braun 
violett 
beige bis braun 


54 | P. spec. (Bivert. symm., 
Luteo-purpurogena) hell- bis dunkelgriin | rotbraun bis braun 
69 | P. spec. (Bivert. symm.) braun-weiB, rosarot 
gefleckt hellbraun bis rotlich 
78 | P. griseo-brunneum Sore | schmutzig-griin braun 
86 | P. spec. (Bivert. symm.) schmutzig-griin braun 
91 | P. spec. (Bivert. symm.) beige hellbraun 
P107 | P. spec. (Bivert. symm.) schmutzig-griin hellbraun 
P 124 | P. spec. (Bivert. symm.) schmutzig-griin rot bis braun 
P130 | P.spec. (Bivert.symm.) | schmutzig-griin braun bis violett 
P156 | P. spec. (Bivert. symm.) grin, weibgefleckt | beige 
P 169 | P. spec. (Bivert. symm.) gelb rotbraun bis rot 
P176 | P. baculatum WEstTL. schmutzig-griin, 
orange-gefleckt rotbraun bis braun 
P 211 | P. notatum WzstTL schmutzig-griin braun 
P214 | P. luteum ZuKaL weib dunkelbraun 
P 219 | P. purpurogenum STOLL weib purpurrot 
P 226 =| P. baculatum WeEstL griin braun 
P 228 | P. citreo-roseum DrERCK schmutzig-griin beige bis braun 
P 334 | P. spec. (Bivert. symm.) schmutzig-griin, 
rosa-gefleckt tief rotbraun 
P412 | P. sanguineum Sopp hellgriin, gefleckt rot bis braun 
P 427 | P. rubrum Grasss. STOLL | grau-griin dunkelrot 
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Nr. | Meth. 
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P 176 


Ook 


P 219 


EEE 
RN 
A 


. fe =. 


Nahr- / 
| medium 


| 
| 


A 
B 


C 


Ausitze 


O, Asp. 
Mz. 


iO. Asp. 


O 


O, Asp., 
Zn. 
Glut. 


| Mz., Rz. 


O 


Tabelle 2. 
Beispiele fiir die Beeinflussung der Farbstoffbildung durch die Art des Ndhrmediums 
und die Ziichtungsmethode. 
ee eee eee 


6,0 
6,0 


| End-py | 


Farbstoft 


im Medium 


hell 
dunkel-orangerot 
orangerot 


orange 
dunkel-braun 


| orange 


hellgelb 


| orange 


hellorange 


dunkelrot 

intensiv dunkelrot 
farblos 

orange 


| tief dunkelrot 


| intensiv dunkelrot 


hellrot 
farblos 
farblos 


| weinrot 


rotbraun 


tiefrot 


tief dunkel- 
orangerot 
farblos 


dunkel-orange 
_ gelb 


farblos 


| orange-braun 


im Mycelt 


[ee ee ee eee ee 


| dunkel-orangerot 


griin/tief-orangerot 
hell 
griin/orangerot 
griin/hellrot 


| tief orangerot 


tief dunkelbraun 
orange 

hell 

orange 


orange 


weiBrosa/dunkelrot 
_ weiBrosa/dunkelrot 


farblos 
farblos 


dunkelrot 


dunkelrot 

intensiv dunkelrot 
hellrot 

farblos 


| weinrot 


rotbraun 


) tiefrot 


| graugrun/orange- 


gelb 


_ hellgelb 


orange-braun 


- gelb-braun 


gelblich 


| orange-braun 


Abkiirzungen: Nahrmedien vgl. im Text. Zusiitze: Asp. = 0,1% Asparagin. 


Glut. = 0,1% 


kultur, S.K. = Submers-Kultur. 


‘In der Oberflachenkultur ist haufig die Myceloberseite anders gefarbt als die 


Glutaminsiure, Mz. = 2% 
Zn =0,1% Zinksulfat, Mg = 0,2% Magnesiumsulfat. 


Milchzucker, Rz. = 2% Rohrzucker, 
— O.K. = Oberflachen- 


Unterseite. Dies ist durch die Bezeichnung angedeutet ; so bedeutet z. B. weif/gelb: 
Oberseite wei’, Unterseite gelb. 


: 


Et 
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A. Methodik. 

Pilzstimme. Die verwendeten Pilzkulturen wurden in der mikrobiologischen 
Abteilung unseres ehemaligen Institutes aus natiirlichen Substraten gewonnen, 
reingeztichtet und wenigstens zum Teil identifiziert!. Dabei wurden solche Kul- 
turen ausgewahlt, die sich durch intensive Farbstoffbildung auf Schragagar aus- 
zeichneten. Die Weiterfiihrung der Stammkulturen erfolgte durch Uberimpfung 
auf Bierwiirze-Agar in 14tagigen Intervallen. Es wurden 25 Pilzstamme untersucht, 
deren Farbenspiel auf Bierwiirze-Agar in der Tab. 1 angefiihrt ist. Diese Angaben 
werden deshalb gemacht, um zu zeigen, daB auf diesem Substrat haufig andere 
Farbstoffe gebildet werden, als auf den unten angefiihrten flissigen Nahrmedien. 
In der weiteren Darstellung werden die Pilzstamme nur unten den Nummern 
der Tabelle 1 aufgefiihrt. 

Zur Priifung der Farbstoffbildung wurden die Penicillien stets sowohl in 
Oberflachenkultur als auch in Submerskultur (Schiittelkultur)? geziichtet. Temp. 
26°C, Versuchsdauer bei den Ruheversuchen in der Regel 20 Tage, bei den Schiittel- 
versuchen 14 Tage. Dabei wurden folgende Nahrlésungen beniitzt: 

A) CzapeK-Dox-Medium: 3g NaNO,, 1g KH,PO,, 0,5 ¢ KCl, 0,5 g¢ MgSO, - 
7H,O, 40 g techn. Glucose, 100 cm? Hefeautolysat (1:10) auf 11 Leitungswasser. 

B) Hinpsche Nahrlésung: 1 g KNO,, 0,5 g KH,PO,, 0,25 g MgSO, - 7H,0, ent- 
weder mit 20 g Milchzucker oder 20 g Rohrzucker auf | | Leitungswasser. 

C) Rauxtin-Nahrlésung: 70 g techn. Glucose, 4g Weinsdure, 4 ¢ Ammonium- 
tartrat, 0,6 g Ammoniumphosphat, 0,6 g Kaliumcarbonat, 0,4 ¢ Magnesiumear- 
bonat, 0,24 g Ammoniumsulfat, 0,07 g Zinksulfat, 0,07 g Kaliumsilikat auf 1,51 
Leitungswasser (MgCO, und Weinsaure zusammen gelést und zur Lésung der 
tibrigen Bestandteile zugesetzt). 

D) Maiswiirze: Hergestellt durch Kinwirkung von Malzextrakt auf Maismehl’. 

Um die Beeinflussung der Farbstoftbildung durch die Art des Naihrmediums 
und die Ziichtungsmethodik aufzuzeigen, sind in Tab. 2 drei Beispiele angefiihrt. 
Das Ergebnis der sonstigen Priifungen wird unten zusammenfassend wiedergegeben. 

Zur Isolierung der Farbstoffe aus dem Trockenmycel und dem Nahrmedium 
wurden Extraktionsversuche mit einer grofen Anzahl verschiedener organischer 
Lésungsmittel durchgefiihrt. Die zur Extraktion der Farbstoffe jeweils geeignet- 
sten Liésungsmittel und die Farbungen in diesen sind in der Ubersicht auf S. 240 
vermerkt. In fast allen angefiihrten Fallen wurde zur Ziichtung der Pilze das 
Nahrmedium A verwendet. Zumeist erfolgte die Ziichtung in der Submerskultur 
(S.K.), nur in einigen Fallen in der Oberflichenkultur (O.K.). Zur Extraktion 
diente entweder das Mycel (M) oder das Kulturfiltrat (K.F.) oder beides. In vielen 
Fallen muBte das Filtrat angesduert werden (HCl), bevor der betreffende Farbstoff 
in das Losungsmittel ging. 

Die Gewinnung der Farbstoffe in gréBeren Mengen wurde unter Be- 
niitzung der Riihr-Beliiftungs-Methodik* vor allem bei P. purpurogenum (P 219) 
vorgenommen. Dazu dienten 201 Reaktionsgefaife mit 10] Nahrmedium A, die 
mit je 200 cm*® Vorkultur (4tagige Schiittelkultur im gleichen Medium) beimpft 
wurden. Riihrgeschwindigkeit: 160 Umdr./min. Temp. 26°. Versuchsdauer 6 Tage. 


1 Frau Prof. Dr.-Ing. A. NrerHaMMeER und ihren Mitarbeitern sei auch hier ftir 
diese Arbeit verbindlichst gedankt. 

2 Zur Methodik der Schiittelkultur in der von uns gehandhabten Form vel. 
K. Bernuaver u. J. Ravon (1948, a, 1950) sowie K. WEIGNER u. O. WEIGNER (1950). 

“8 Vel. dazu’ die Arbeitsvorschrift zur Herstellung von Maiswiirze-Agar bei 
K. Bernwaver (1939). Natiirlich entfallt im obigen Fall der Agarzusatz. 

4 Zur Methodik vgl. K. BERNHAUER u. J. Raven (1948, b, 1950) sowie K. 
WEIGNER u. O. WEIGNER (1950). 
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Isolierung des Farbstoffs aus dem Kulturfiltrat nach dem Ansdéuern mit HCl durch 
Ausschiitteln mit Essigester oder durch Adsorption an Carboraffin, Verreiben 
desselben mit gegliihtem Natriumsulfat und Elution mit Isobutylalkohol. Eine 
wesentlich bessere Ausbeute wurde bei Durchfiihrung des Versuches unter Zusatz 
von 0,2% MgSO, + 7H,O zum Medium A erhalten, wobei der Farbstoff ganz tiber- 
wiegend im Mycel verblieb. Extraktion des Mycels mit Isobutylalkohol, Trocknen 
des Extraktes iiber Blaugel, Vakuumverdampfung. Bei der Verarbeitung von 
101 Medium wurden 50—60 g Trockenmycel und aus diesen 34 g eines intensiv 
purpurroten, amorphen Rohproduktes (das allerdings noch viel Ballaststoffe ent- 
hielt) gewonnen. 


P6 (S.K., A) M. u. K.F.(HCl) Ather oder Essigester griin 
P69 (O.K., A) K.F. (HCl) Essigester orangebraun 
P 86 (O.K., A) K.F. Essigester orangerot 
P 169 (S.K., A) M. u. K.F. Ather dunkelgelb 
P 176 (S.K. u. M. u. K. F. Ather + Methanol 

OK., A) (HCl) (100 : 5) orangerot 
P 219 (S.K., A) K.F. (HCl) Essigester purpurrot 
P334* (S8.K., A) K.F. (HCl) Essigester + Methanol 

(100 : 5) orange 

P 427 (S.K., Au. KB. Ather oder Isobutylalk. dunkelrot 


B. Ergebnisse. 


Aus der groBen Zahl der mit 25 Penicillium-Stimmen durchgefiihrten 
Versuche iiber die Beeinflussung der Farbstoffbildung durch die Ver- 
suchsbedingungen werden nachfolgend einige Beispiele wiedergegeben, 
bei denen durch Anderung der Zusammensetzung des Nihrmediums 
sowie der Ziichtungsmethodik ein besonders deutlicher Effekt erzielt 
werden konnte (Fille, in denen die verschiedenen Zusitze usw. keine 
Anderung verursachten, sind hier nicht angefiihrt). 


1. Beeinflussung der Farbstoffbildung durch die Zusammensetzung des 
Ndhrmediums. Die Nihrlésung A (CzapEK-Dox-Salze mit Glucose und 
Hefeautolysat) ergab bei den untersuchten Penicillien in der Regel eine 
bessere Farbstoffbildung als die Rautinsche Niahrlésung (C). In der 
Hinpschen Nihrlésung (B) wurde bei Verwendung von Milchzucker 
keine oder nur geringe Farbstoffbildung (bei recht maBigem Wachstum), 
mit Rohrzucker meist auch nur schwache (bei gutem Wachstum) erzielt 
(vgl. dazu Tab. 2). 


Unter Verwendung der Niihrlésung A, die sich fiir die Farbstoff- 
bildung zumeist als gut geeignet erwies, wurde der EKinflu8 verschiedener 
Zusiitze (wie 0,1% Asparagin, Glutaminsiiure und Zinksulfat) auf die 
Farbstoffbildung eingehender untersucht. In manchen Fallen bewirkten 
diese geringfiigigen Anderungen des Nihrmediums einen auffallenden 
Unterschied in der Farbstotfbildung. Dies gilt besonders fiir die Sub- 
merskultur. 
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Es sei hier betont, da unsere Versuche nur orientierenden Charakter haben. 
Den die Farbstoffbildung beeinflussenden Faktoren wurde im einzelnen nicht naher 
nachgegangen. Es wurde auch nicht ein genau definiertes synthetisches Nahr- 
medium angewendet, sondern es wurde technische Glucose beniitzt und Hefe- 
autolysat zugesetzt. Alle erforderlichen Nahrsalze und Wachstumsfaktoren (Wuchs- 
stoffe und Spurenelemente) waren daher in reichlichem Mafe vorhanden. Es wurden 
auch keinerlei Mainahmen zur Entfernung von Spurenelementen getroffen. Es ist 
daher besonders bemerkenswert, daB bereits bei Verwendung eines im Hinblick auf 
die Zusammensetzung derart kompletten Nahrmediums durch die erwahnten Zu- 
sitze in manchen Fallen sehr bemerkenswerte Beeinflussungen der Farbstoffbildung 
zu beobachten waren. Bei den Versuchen mit Zink wurde dieses in groBem Uber- 
schu8 angewendet, also in einer Menge, die weit iiber dem Optimum lag. Unsere 
diesbeztiglichen Ergebnisse sind daher mit denen von Merz (1930), der ein von 
Spurenelementen befreites Nahrmedium beniitzte, Zink (sowie andere Elemente) 
in optimaler Menge zusetzte, und in der Oberflachenkultur arbeitete, nicht ver- 
gleichbar. 


Asparagin hatte in der Oberflachenkultur nur in 2 Fallen eine Wirkung 
(bei P 124 Verstarkung der Braunfairbung und bei P 219 der Dunkelrot- 
farbung der Fliissigkeit), in 21 anderen Fallen war es ohne EinfluB auf 
die Farbstoffbildung. In der Submerskultur verursachte Asparagin bei 
der Priifung von 23 Pilzen in einer Anzahl von Fallen eine Verstirkung 
der Farbstoffbildung (erste 4 Nummern der Tab. 3), in anderen schwachte 
es diese (P 29 und P 156 in Tab. 3). 


Tabelle 3. HinfluB von Asparagin auf die Farbstoffbildung. 


Farbung 
INT. Asparagin ote) Snaps 
der Kulturfliissigkeit (mit pq-Wert) des Mycels 

P 10 ohne: | gelblich (5,5) : | tief-orangegelb 
mit: | dunkelgelb (5,5) hellbraun 

P 32 ohne: braunlich (6,0) ' rotbraun 
mit: dunkelrotbraun (6,0) | dunkelrot 

P 124 ohne: dunkelbraun (6,5) hellbraun 
mit: tief dunkelbraun (6,5) | hellbraun 

P 156 ohne: hellbraun (6,5) hellbraun 
mit: rotbraun (6,5) rotbraun 

P 29 ohne: blau bis graugriin (6,5) beige ous 
mit: farblos (6,5) schmutzigweiB 
ohne: orange (5,6) orangegelb 

SS ke ea gelblich (5,6) | gelblich 


Glutaminsiéure wurde im Niahrmedium A in der Submerskultur in 
23 Fallen gepriift. In 2 Fallen (P 214 und P 226) verstiirkte sie betracht- 
lich die Gelbfarbung; in anderen Fallen wirkte sie abschwichend (Tab. 4.) 
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Tabelle 4. HinfluB von Glutaminsdure auf die Farbstoffbildung. 


Nr Glutamin- | re zi. = 
PAS | der Kulturfliissigkeit (mit py-Wert) des Mycels 
ohne . gelblich (5,5) | tief orangegelb 
Fo mit | farblos (5,5) | farblos 
™ ohne | blau bis graugriin (6,5) beige 
ree mit | farblos (6,5) schmutzigweiB 
| fohne: | dunkelbraun (6,5) . _ hellbraun 
P124 | \mit: _ | gelb (6,0) | gelb 
| 
| | | 
; | fohne: | orange (5,6) _ orangegelb 
P2i mit: | gelblich (5,6) | gelblich 
Pp | fohne: | intensiv orange (5,8) | orangebraun 
334 | | mit: | gelb (5,8) | braungelb 


Zink verstairkte im Nahrmedium A in der Oberflachenkultur bei P 219 
die Bildung des roten Farbstoffes, bei P 427 dagegen verursachte es 
eine vollige Anderung in der Farbstoffbildung, und zwar in der 
Kulturfliissigkeit von dunkelrot in gelb und im Mycel von gelbbraun 
in weiBbgelb. In der Schiittelkultur (Naéhrmedium A, 11 Pilze) wirkte 
Zink bei dem gleichen Pilz (P 427) farbvertiefend (von hellgelb 
nach tiefgelb), bei P 219 verhinderte es die Farbstoffbildung fast vdéllig 
(Kulturfliissigkeit ohne Zink tief dunkelrot, mit Zink farblos; Mycel 
dunkelrot bzw. hellrot). In anderen Fallen verminderte es die Farbstoff- 
bildung (gelbe und braune Farbungen bei P 124, P 156 und P 214). 

2. Beeinflussung der Farbstoffbildung durch die Ziichtungsmethode. Bei 
Anwendung des gleichen Nahrmediums (A, ohne Zusitze) war die 
Farbstoffbildung in der Oberflichenkultur in einigen Fallen betricht- 
lich stirker als in der Submerskultur. Bei manchen Pilzen blieb das 
Nahrmedium in der Submerskultur sogar véllig farblos (P 41, 78, 226 
in Tab. 5), bei anderen bedingte die Submerskultur dagegen eine Farb- 
vertiefung (P 211, 228). Bei wieder anderen Pilzen prigte sich der Unter- 
schied zwischen Oberflichen- und Submerskultur vor allem im Farb- 
stoffgehalt des Mycels aus, wobei hiufig das Submersmycel intensiver 
gefarbt war, als das Oberflichenmycel, wihrend das Naihrmedium sich 
umgekehrt verhielt (P 10, 107, 214, 176, 412). Bei P 6, 29, 86 und 427 
besafS das Nihrmedium in der Submerskultur eine ganz andere Farbe 
als in der Oberflichenkultur (Tab. 5). 

3. Beobachtungen iiber den Ort der Farbstoffanhiufung. Die Farbstoff- 
bildung findet zweifellos in der Zelle selbst statt. Bei mikroskopischer 
Untersuchung des Pilzmycels kann man manchmal beobachten, da8 
die Zellen von dichten Farbstoffmassen erfiillt sind (z.B. P 176 in 


Tabelle 5. 
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Hinflup von Oberflachen- (O.K.) und Submerskultur (S.K.) auf die Farbstoffbildung. 
ee EEE eS 


NI 


P 228 


ASD) 


12107 


P 214 


P 176 


P 412 


P 427 


Kultivierungs- , 


methode 


O.K. 
US.K. 


O.K. 
S.K. 


O.K. 
OK 
O.K. 
OKs 
8.K. 
O.K. 


mic 
Bt 
» {8 
Usk 
sk 
[sk 
sk 
Sk 
(8 
{ sik. 
(Sk 

[sk 


Far pane 


der Kulturfliissigkeit (mit pq-Wert) 


griingelb (6,5) 
farblos (6,8) 


rotviolett (5,5) 
farblos (5,5) 


orangerot (5,5) 
farblos (6,0) 


_ gelb (5,6) 
| orange (5,6) 


dunkelgelb (6,0) 
braungelb (6,5) 


orangerot (5,5) 


| gelblich (5,5) 


gelb (6,5) 


| griinlich (6,0) 


gelb (5,8) 


| gelb (6,0) 


dunkel orangerot (6,0) 


| orange (6,3) 


tief dunkelrot 
rosa 


| orangerot (6,0) 


dunkelgriin (6,0) 


braun (6,5) 


blau bis graugriin (6,5) 


tief orangerot (5,5) 


| hellgriin (5,5) 


dunkelrot (6,0) 
hellgelb (6,0) 


des Mycels 


dunkelgriin 
dunkelgriin 


hellgriin/violett 
hellbraun 


griin/weiB 
gelblich 


weib 
orangegelb 


griin/gelblich 
gelbbraun 


weiB/gelb 
tief orangerot 


weilbgrau 
dunkelgriin 


weib 
intensiv gelb 


griin/orangerot 
tief orangerot 


dunkelgriin/dunkelrot 
dunkelrot 


dunkelgriin 
dunkelgriin 


weib/gelbrot 
beige 


griin/rotbraun 
hellgriin 


gelbbraun 
griingelb 


Medium A, 8. K.). — Im Hinblick auf den Ort der Farbstoffanhaufung 
selbst lassen sich folgende Fille unterscheiden: 

Haufig wird eine erhebliche Farbstoffmenge an das Medium ab- 
gegeben. Es sind daher in vielen Fallen Mycel und Medium annaihernd 
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P 156, 211, oder in Tab. 5 die Pilze P 176, 412 usw.). 


gleich intensiv gefarbt (vgl. in Tab. 2, ferner in Tab. 3 die Pilze— 


In einigen Fallen wird der Farbstoff iiberhaupt nicht in der Zelle— 


gespeichert, sondern vollig in das Medium ausgeschieden. So war manch- 
mal bei einem weiBen Oberflachenmycel (wenn man von Conidien ab- 


sieht) das Medium gelb bis orangerot gefiirbt (vgl.in Tab. 5 die Pilze 107, — 


211, 214, 226). In anderen Fallen war das Mycel nur schwach gefarbt, 
das Medium sehr intensiv (z. B. in Tab. 5 P 228); auch fiir die Sub- 
merskultur trifft dies manchmal zu (vgl. in Tab. 5 z. B. P 29). 

Bei manchen Pilzen kann man aber auch ein umgekehrtes Verhalten 
feststellen, indem der Hauptanteil der Farbstoffe in der Zelle verbleibt. 
Dies trifft haufig fiir die submerse Pilzziichtung zu. So wird manchmal 
in der Submerskultur sogar der gesamte Farbstoff im Mycel gespeichert 
(vgl. in Tab. 5 die Pilze P 41, 78 und 226), in anderen Fallen der tiber- 


wiegende Anteil (vgl. in Tab. 5 P10, 107, 214, 176, 412). — In einem | 


Fall gelang es durch Erhoéhung des Mg-Gehaltes im Medium A (von 
0,05 auf 0,25°, Magnesiumsulfat) die Abgabe des Farbstoffes an die 
Fliissigkeit stark einzuschranken, so dab die Hauptmenge im Submers- 
mycel verblieb (vgl. Tab. 2, P 219). Dies erwies sich auch methodisch 
von Bedeutung, da die Gewinnung des Farbstoffes aus dem Mycel 
leichter gelang als aus dem Naihrmedium (vgl. oben). 

4. Versuche zur Isolierung der Farbstoffe warden nur in einigen Fallen 
vorgenommen, bei denen die Farbstoffbildung besonders auffallend war. 
Immerhin konnte auf diese Weise eine Grundlage fiir die quantitative 
Ermittlung des Farbstoffgehaltes (durch colorimetrische Messung der 
Farbintensitat) geschaffen werden. Zugleich wurde die praparative Iso- 
lierung einiger Farbstoffe angebahnt und so eine gewisse Vorarbeit fiir 
weitere Untersuchungen in dieser Richtung geleistet (vgl. oben). Ferner 
wurde in einigen Fallen gezeigt, da es mit Hilfe der Riihr-Beliiftungs- 
kultur méglich ist, weitaus rascher gréBere Farbstoffmengen zu ge- 
winnen als mittels der Oberflaichenkultur. 


C. Diskussion. 

Der Pilzstoffwechsel lift sich bekanntlich hiutig bereits durch gering- 
fiigige Anderungen der auBeren Bedingungen, besonders der Zusammen- 
setzung des Nihrmediums, betriichtlich beeinflussen (vgl. dazu FosrEr, 
1949). In erhGhtem Mae gilt dies fiir die Submerskultur, in der die 
Pilze auf verschiedene derartige Einfliisse viel deutlicher reagieren als 
in der Oberflichenkultur (so z. B. bei der Citronensiurebildung, Fumar- 
sdurebildung usw.). Wie die vorliegende Untersuchung zeigt, kann diese 
Beobachtung auch beim Studium der Farbstoffbildung durch Penicillien 
gemacht werden. Dabei bietet sich gerade hierbei die Méglichkeit, den 
Kinflu8 verschiedener Faktoren an einem auffallenden, auBerlich sicht- 
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baren Merkmal verfolgen zu koénnen. Hinige besonders bemerkenswerte 
derartige Beobachtungen seien hier noch hervorgehoben. 

So bewirkte ein Zusatz von Asparagin zu einem modifizierten OzAPEK- 
Dox-Medium in der Submerskultur bei einigen Pilzen eine starke Farb- 
vertiefung, bei anderen eine Verminderung der Farbstoffbildung, Ein 
Glutaminsiurezusatz schwachte in mehreren Fallen die Farbstoff- 
bildung ab. Zink (in iiberoptimaler Menge angewendet) verursachte in 
einem Fall eine vollige Anderung der Farbstoffbildung, bei manchen 
Pilzen wirkte es farbvertiefend, bei anderen farbvermindernd. Beson- 
ders groBe Unterschiede bewirkte die Art der Pilzkultivierung; so blieb 
in manchen Fallen in der Submerskultur das Nahrmedium véllig farb- 
los, bei anderen Pilzen besaB es eine ganz andere Farbe als in der Ober- 
flachenkultur, manchmal konnte in der Submerskultur eine Farbver- 
tiefung festgestellt werden. Haufig war das Submersmycel intensiver 
gefarbt als das Oberflachenmycel, wahrend das Nahrmedium sich um- 
gekehrt verhielt. In manchen Fallen gelang es auch durch Wahl der 
Versuchsbedingungen einen Einflu8 darauf zu nehmen, ob die Farb- 
stoffe wihrend der Pilzziichtung in der Zelle verbleiben oder an das 
Medium abgegeben werden. 

Angesichts des individuell so verschiedenartigen Verhaltens der Pilze 
ist es nattirlich nicht méglich, eine Hrklarung fiir die Beeinflussung der 
Farbstoffbildung durch die verschiedenen Faktoren za geben. Dabei ist 
zunachst zu beachten, ob sich die verschiedenen einfluBnehmenden 
Faktoren nur in quantitativer Hinsicht auswirken (Steigerung oder Ver- 
minderung der Farbstoffbildung) oder auch im Hinblick auf die Art 
der Farbstoffe selbst. In diesem Zusammenhang mu&_ beriicksich- 
tigt werden, daB durch manche Pilze zweifellos zwei oder mehrere Farb- 
stoffe gebildet werden, so da je nach Wahl der Bedingungen jeweils 
der eine oder andere iiberwiegt. Ferner mu bedacht werden, da’ der 
gleiche Farbstoff, abhingig vom py, Farbinderungen zeigen kann. Es 
wurden daher stets pa-Messungen im Nahrmedium durchgefiihrt. In 
keinem Fall konnte aber eine eindeutige Beziehung zwischen einer Farb- 
aiinderung und dem pxg-Wert festgestellt werden. — Jedenfalls kann zur 
Zeit keine Erklarung fiir das Wesen der Beeinflussung der Farbstoff- 


bildung durch verschiedene Faktoren gegeben werden. 

Es erscheint durchaus méglich, daB manchen Farbstoffen die Funktion von 
Redox-K6érpern zukommen mag und daB8 sie daher im hydrierten oder dehydrierten 
Zustand eine andere Farbe haben kénnen. Da aber alle Pilzziichtungen unter aeroben 
Bedingungen durchgefiihrt wurden und auch zwischen der Oberflachenkultur und 
der Submerskultur kein grundsatzlicher Unterschied in der Sauerstoffspannung be- 
steht, kann von einer Beeinflussung der Farbung durch denrg- Wert abgesehen werden. 

Uber die Funktion der Penicillium-Farbstoffe im Zellgeschehen kann 
bisher gleichfalls noch nichts ausgesagt werden. Manche derselben mogen als Redox- 
Systeme fungieren. So wird z. B. das Lactoflavin von manchen Pilzen (Eremothe- 
cium Ashbii, Asp. flavus u. a.) in weitaus gréBeren Mengen gebildet, als dem Pilz- 

tes 


246 Grosser, KUNDTNER-SCHWARZKOPEF u. BERNHAUER: Farbstoffbildung. 


bedarf entspricht. Auch manche Fusariumfarbstoffe scheinen zu Dehydrierungs- 
prozessen in Beziehung zu stehen.~— Von Interesse ist ferner, da manche Pilzfarbstoffe 
antibiotische Eigenschaften besitzen, wie das durch P. citrinum gebildete Citrinin. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bediirfen noch einer 
Diskussion von botanisch-mykologischen Gesichtspunkten aus. Wie bereits 
einleitungsweise erwihnt, wird das fiir Penicillien charakteristische 
Farbenspiel zur botanischen Beschreibung und Kennzeichnung der 
Arten herangezogen. Es wurde auch die Forderung erhoben, dieses 
Farbenspiel nur bei Beniitzung bestimmter Nahrbéden als Klassifi- 
zierungsmerkmal fiir die Kennzeichnung und Bewertung der verschie- 
denen Arten heranzuziehen [NIETHAMMER (1949)}. Wie berechtigt diese 
Forderung erscheint, ist aus den Ergebnissen der vorliegenden Unter-_ 
suchung ersichtlich, denn nicht nur bei fliissigen Nahrmedien, sondern 
auch bei den fiir die Kennzeichnung der Arten tiblicherweise beniitzten 
Agarnahrbéden werden bestimmt mancherlei Unterschiede in der Farb- 
stoffbildung auftreten und manchmal werden sich vielleicht vollig 
andere Farbungen ergeben. Die obige Forderung mu aber vor allem 
dahin erweitert werden, dafi bei Angaben tiber das Farbenspiel der 
Penicillien stets angefiihrt werden muB, auf welchen Nahrbéden dieses 
zustande kommt. Vor allem ist dies dann notwendig, wenn das Farben- 
spiel als charakteristisches Merkmal fiir die Beschreibung der Arten 
verwendet werden soll. 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB sich die Farbstoffbildung der Penicillium- 
arten in recht erheblichem Ausma8 durch die Ziichtungsbedingungen 
beeinflussen liBt. Bereits bei der vergleichenden Kultivierung der Pilze 
in der Oberflichen- und Submerskultur kénnen auffallende Unterschiede 
beobachtet werden. Ferner konnte durch den Zusatz von Asparagin, 
Glutaminsiiure und Zinksulfat besonders in der Submerskultur die 
Farbstoffbildung recht erheblich geaéndert werden. Dabei verhielten 
sich allerdings die einzelnen Pilze individuell auBerordentlich verschie- 
den, so daB keine allgemein giiltigen GesetzmiBigkeiten iiber die Beein- 
fluBbarkeit des Prozesses abgeleitet werden kénnen. Wohl aber kénnen 
bestimmte Typen von Fallen aufgestellt werden, denen jeweils eine 
Xeihe von Penicillien zuzuordnen ist. 
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Kinige Beobachtungen iiber die Conidienbildung 
in der Submerskultur verschiedener Penicillium-Arten’. 


Von 
ANNEMARIE GROSSER, HANNE KUNDTNER-SCHWARZKOPF 
und KONRAD BERNHAUER. 


(Hingegangen am 29. November 1949.) 


Nach der tiblichen Anschauung findet bei der submersen Ziichtung 
von Penicillien nur eine Entwicklung von rein vegetativen Hyphen statt, 
wahrend die Ausbildung von Conidien unterbleibt. Im Laufe der letzten 
Jahre sind aber einige Beobachtungen bekannt geworden, denen zu- 
folge unter bestimmten Versuchsbedingungen auch in der Submerskultur 
Conidien gebildet werden. 


So konnten wir bei der Durchfiihrung der Gluconsaurebildung in der Schiittel- 
kultur bereits vor vielen Jahren beobachten, da dabei manchmal vereinzelte Co- 
nidien von Asp. niger entstehen (selbstverstindlich wurde dabei sporulieren- 
des Randmycel streng vermieden). Gelegentlich einer im Jahre 1944 durchgefiihrten 
Untersuchung iiber die Farbstoffbildung durch Penicilliwmarten (vgl. voranstehende 
Mitteilung) konnten wir feststellen, daB die tiberwiegende Anzahl der von uns 
untersuchten Pilzstamme auch in der Submerskultur Conidien bildet. Inzwischen 
sind auch von anderer Seite einige Beobachtungen iiber dieses Phanomen mit- 
geteilt worden. So fanden Fosrsr u. Mitarb. (1945), daB die Conidienbildung beim 
submersen Wachstum von P.notatum in fliissigen Naihrmedien durch eine hohe 
Ca-Ionen-Konzentration begiinstigt wird (0,5—5,0% CaCl,, entsprechend 0,18 bis 
1,8% Ca). GILBERT u. Hickny (1946) fanden bei Pen. notatum submerse Conidien- 
bildung aber auch in den verschiedensten Nahrmedien mit normalem Ca-Gehalt, 
wenn dieselben 0,05—0,1% Eisen enthielten. Im allgemeinen beobachteten sie nur 
sparliche Conidienbildung, wenn die vegetative Entwicklung durch kraftiges 
Schiitteln und damit gute Beltiftung geférdert wurde, wogegen in Kulturen mit 
schwachem oder maSigem Wachstum starke Sporulierung stattfand. Diese Be- 
ziehung zwischen dem Ausma8 des Wachstums und der Sporulierung stimmt mit 
den Beobachtungen von Fosrsr u. Mitarb. (1945) grundsatzlich tiberein. 

Unsere eigenen Beobachtungen tiber die submerse Conidienbildung 
stiitzen sich auf die Untersuchung von 24 Penicilliwm-Stammen. Die 
Durchfiihrung der Submersversuche erfolgte in der Schiittelkultur in 
iiblicher Weise in verschiedenen Nahrmedien. F 

Als Grundmedium (A) diente Czapex-Dox-Nahrlésung mit 4% techn. Glucose 
und 10% Hefeautolysat (1:10, in tiblicher Weise hergestellt). Zu diesem Medium 
wurden jeweils Zusaitze von 0,1% Asparagin (in Tab. 1 als a bezeichnet), 0,1% 
Glutaminsiure (b), 0,1% Glyein (c), 0,1% Harnstoff (d), 0,1% Zinksulfat (Zn) 
oder 0,1% Mangansulfat (Mn) gemacht. Ferner wurde die Hryp-Nahrlosung 


1 Aus dem ehemaligen Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie der 
Deutschen Techn. Hochschule in Prag. — Vgl. auch Diplomarbeit H. KUNDTNER, 
Prag, Marz 1945. 
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Tabelle 1. 
Conidien- und Mycelbildung in der Submerskultur unter dem HinfluB verschiedener 
Zusdtze zum Naéhrmedium. 
Zeichenerklirung: Bezeichnungen fiir Nahrmedien und Zusitze vgl. im Text. 


+++ sehr viel; +-+ viel (durchschnittlich normal); + wenig; (+) sehr wenig; Ofehlend. 
si aes Niihr- | did | Conidien- | Mycel 
medium | menge | Menge | Form 
P6 A | 0, a ++ | 44 | dicht 
Re Tee ty Oe ean 
Pope “= ++ | dicht 
Zn (+) | = Da 
P10 Am ina Te ++ | dicht 
i RA: Sil coer, +++ | dicht 
P 23, P. spec. (Bi- Ad: sibling bees brea ++ | dicht 
verticillata-symm., Mee Toate Ramee 
Ascogena) | | 
/ | 
P 32, P. aureo- A | 0,a—d,| +4. | ++. °| groBkugelig 
limbum Zat. Guean | | 
| | 
P 41, P. spec. (Bi- A+ |0,a,b,d ) +44 ++ | breiartig 
verticillata-symm., e woes) ++ grieBformig 
Luteo-purpurogena) | | | | 
P 54, P. spec. (Bi- ys ae ar cares Ree ++  klein-kugelig 
verticillata-symm., a - ++ | klein, stachelférm. 
Luteo-purpurogena) | sy Ga: (+) > | grieBformig 
} | 
P 69 AD 105a,. bd Ps = “habs | flockig-dicht 
| 
P 78, P. griseo- A 0, a, b, di | 0 +++ | breiartig, dicht 
brunneum Sorp | | 
P 86 oy: 07a 7 0 - , milchig 
b,d 0 + | dicht 
} 
P91 A 0, b + Ss | grob-grieBformig 
| a ~ ++ | kleinkugelig 
d ++4 4 _ grieBartig 
P 107 A Orig, peiralveielp milchig-schleimig 
a | +++ <3 | milchig-schleimig 
b t+) +4 | grieBformig 
d 0 |) H+ ey dicht 
P 124 A 0, a 8, la grhned | grieBférmig 
b - | ++ groBkugelig u. 
| schleimig 
d + ++ | grieBformig 
Zn (+) ++ | feinblattrig 
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Tabelle 1, (Fortsetzung.) 


Pilz-Stamm | Nahr- lizreitee | Conidien- | Mycel 
| Seas | fatneRge | Menge | Form 
l I 
e130 ‘aes: Wiel 0 0 +++ | sehr dicht 
| a | 0 Sern lD kugelfé6rmig 
ib, ds Zim 0 EESe SE sehr dicht 
| | | | 
P 156 RAS Mash, doll ee he | Pockig 
Zn Sone ++ kugelformig 
| | 
| | 
P 169 A . 0, a,b... 0 ++ kleinkugelig 
| | | 
P7176... baculatum | A> |O;a.b.d;Zn) +44 | °° ++ 
WESTL. Bae ee ez? 0 (+) 
B Rz 0 yy 
Oa 0 t4++ ]. ++ 
P 211, P.notatum | AY) 0, a; b,'d 0 coo | kugelformig 
WESTL. | | | 
P 214, P. luteum alee sia 0 AGS) + | feinflockig 
ZUKAL | toutes Lemtel fear) Mee ) feinflockig 
| Zn. (+) tp _ schleimig 
| | | | 
P 219, P. purpuro- A | 0, a, b, d | 0 | +4 | edicht 
genum STOLL | Zn, Mn | 
aAKB Mz 0 + _ schleimig 
dae Ee daw7 0 ++ | dicht 
ay Didic, Lah 0 ++ | dicht 
| | | 
| | | | 
P 226, P. bacu- bee ALO. ab, ++ | ++ .| grieBformig 
latum WESTL. | 
| | 
P 228, P. citreo- A’ /0, a, b, d +44. ae: kugelformig 
roseum DreERCcKx | 
| | 
P 334 LeeAnn cat diz ms ++ | dicht 
Bese da tie), takes] guest 
i Bh es 0) a (aor 
(iB Rz 0 (+) 
G At 70 (+) Flier 
PuIsiP angie: piied wit) orOxernbes (#) rope + | kugelformig 
neum Sopp | 
| / 
P 427, P. rubrum, A 0, Zn,Mn (+) aes | groBkugelig 
GRASSBERGER- | D | 0 Cee groBkugelig 


STOLL 
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(Medium B) mit Milchzucker (Mz) oder Rohrzucker (Rz), die Rau~in-Nahrlosung 
(Medium C) und Maiswiirze (Medium D) beniitzt (vgl.dazu voranstehende Mitteilung). 
Die Versuchsdauer betrug stets 14 Tage, die Temperatur 26° C. Die Beobachtungen 
iiber Mycel- und Conidienbildung wurden bei Versuchsabbruch protokolliert. Es 
wurde natiirlich streng auf die Vermeidung von Randmycel geachtet. Die Priifung 
auf die Conidienbildung erfolgte mikroskopisch stets an mehreren Proben. Die bei 
diesen Untersuchungen gemachten Beobachtungen sind in Tab. 1 vermerkt. Hin- 
sichtlich der Herkunft der Pilze vgl. die voranstehende Mitteilung. Die nicht naher 
bezeichneten Pilzarten gehdrten alle zur Gruppe Biverticillata-symmetrica des 
Penicilliwum-Systems. 


Ergebnisse. 


1. Wiewett Beziehungen zwischen der submersen Conidienbildung und 
dem Ausmap der Mycelbildung vorhanden sein mégen, laBt sich bis zu 
einem gewissen Grad auf statistischem Wege feststellen (vgl. Tab. 2; 
dabei ist nur das Verhalten der Pilze in dem zumeist beniitzten Nahr- 
medium A, ohne weitere Zusiatze, beriicksichtigt, um eine Vergleichs- 
basis.zu haben). 


Tabelle 2. Statistik der Beziehungen zwischen Conidien- 
und Mycelbildung. 


| 
Menge an Mycel (M) | Anzahl ; = 
und Conidien (C) | der Pilze Bpastkuse 
M = ++ z P 78, 130 
CeO 
M ++ 4 \eP 10,-1695 201. 218 
G70 / 
M ++ | 3 P 124, 412, 427 
C (+) / 
M + 1 | P86 
(oO 
M + l P 214 
CG (+) 
M ++ 1 P 334 
C + 
M ++ 4 BG, 25532. 226 
C +4 
M +4 (8 aie P41 tba eo, 91. 
ee | 107, 156, 176, 228 


Man sieht, daB in 9 Fillen bei normaler bis sehr starker Mycelent- 
wicklung die Conidienbildung entweder fehlte oder nur sehr schwach 
war. Andererseits fand aber in 12 Fallen bei normalem Mycelwachstum 
eine starke bis sehr starke Sporulierung statt. Es ist leicht ersichtlich, 
dafi die verschiedensten Mycelmengen mit dem verschiedensten Aus- 
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maf der Conidienbildung gepaart sein kénnen. MaBgebend ist dabei 
allein das individuell unterschiedliche Verhalten der Pilze. 

2. Beeinflussung der Conidienbildung durch die Zusammensetzung des 
Néhrmediums. Soweit diesbeziigliche Untersuchungen durchgefiihrt wor- 
den sind, erwies sich die submerse Conidienbildung der meisten Pilze 
von der Art des Nahrmediums weitgehend unabhiingig und zwar sowohl 
bei gut conidienbildenden Pilzen (z. B. 23, 69, 91, 156, 226, 228) als auch 
bei mangelnder Conidienbildung (P 10, 78, 86, 130, 169, 211, 219, 427). 
Wohl aber kann die submerse Conidienbildung durch grundsitzliche 
Anderungen im Nahrmedium stark beeinfluBt werden (velioze Be 176, 
Nahrmedium B, Rz). Bei einigen Pilzen bewirkte bereits eine kleine 
Anderung in der Zusammensetzung des Nahrmediums eine sehr_be- 
trachtliche oder véllige Anderung im Vermégen zur Conidienbildung 
(vgl. P54, 107 ; der px-Wert betrug in allen Fallen 6,0—6,5, sodaB der Unter- 
schied in der Conidienbildung hiermit nicht zusammenhingen kann). 

3. Hinflup von Zink-Ionen. Wihrend durch tiberoptimale Zinkgaben 
in der Oberflachenkultur die Fruktifikation von Pilzen unterdriickt 
wird (vgl. dazu Fosrmr, 1939), fanden wir in 10 untersuchten Fallen 
nur einmal in Gegenwart grofer Zinkgaben eine Verminderung der 
submersen Conidienbildung (bei P 6). In allen anderen Fallen konnte 
keine Beeinflussung des Prozesses durch Zink beobachtet werden, und 
zwar weder bei sehr starker Conidienbildung (P 156, 176), noch bei 
schwacher (P 334) oder ganz vereinzelter (P 124, 214, 427) oder vollig 
fehlender (P 130, 219). Nur bei 2 Pilzen (P 169 und 219) wurde durch die 
zugesetzte groBe Zinkmenge das Wachstum vdéllig verhindert. 

4. Beziechungen zwischen der Morphologie des Mycels und der Conidien- 
bildung konnten nicht beobachtet werden. So fanden sich bei allen 
Typen des Submersmycels (vgl. Tab. 1) sowohl Conidienbildung als auch 
keine. — Die in der Submerskultur ausgebildeten Conidientrager waren 
haufig deformiert. Im mikroskopischen Bild sieht man in manchen 
Fallen (-_-+-+ in Tab. 1) ganze Massen von Conidien, des 6fteren kann 
man auch zusammenhingende Conidienketten feststellen. Ferner konnte 
beobachtet werden, daf die typische, meist griine Farbe der ,, Oberflachen- 
Conidien‘‘ bei den ,,Submers-Conidien‘‘ sehr haufig fehlte. In manchen 
Fallen enthalt aber das Submersmycel dichte griine Conidienmassen. 


Diskussion. 


Unsere Beobachtungen tiber die submerse Conidienbildung durch 
Penicillien erscheinen von morphologischen wie physiologischen, aber 
auch von praktisch-methodischen Gesichtspunkten aus nicht un- 
interessant. Die friithere Ansicht, daB die Conidienbildung nur dort statt- 
finden kann, wo das Mycel mit dem Luftraum in unmittelbare Bertihrung 
kommt, ist nun hinfiallig geworden. Aber auch die Ansicht, daB es 
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hiufig erst unter ungiinstigen Ernihrungsbedingungen oder bei fort- 
geschrittenem physiologischen Alter einer Kultur zu reichlicher Sporu- 
lierung kommt, kann keine Allgemeingiiltigkeit haben. Wie unsere 
Beobachtungen zeigen, handelt es sich bei der submersen Co- 
nidienbildung nicht um einen vereinzelten, nur unter besonderen Er- 
nahrungsbedingungen verlaufenden Vorgang, sondern vielmehr um einen 
weit verbreiteten Proze8, der weniger durch die Zusammensetzung des 
Niahrmediums, als vielmehr durch die Art der Pilze bedingt ist. Unsere 
mehr qualitativen Befunde miissen allerdings erst noch durch quanti- 
tative Bestimmungen erginzt werden (Feststellung des Verhaltnisses 
zwischen Mycelgewicht und Conidienzahl). 

In genetischer Hinsicht ergibt sich die Frage, ob die ,,Submers- 
Conidien‘‘ sich ebenso verhalten mégen, wie die ,,Oberflachen-Conidien™, 
die bekanntlich hiufig die weitgehende Variabilitat bestimmter Eigen- 
schaften von Pilzen bedingen und die bisher ausschlieBlich zur Ge- 
winnung von Einsporkulturen, kiinstlichen Mutanten usw. verwendet 
worden sind. Dazu kommt, daB die Fahigkeit der Penicillien zur sub- 
mersen Ausbildung von Conidien auch in methodischer Hinsicht be- 
riicksichtigt werden mu, indem immer dann, wenn rein vegetatives 
Submersmycel fiir bestimmte Zwecke verwendet werden soll', unbedingt 
mikroskopisch zu priifen ist, ob nicht ,,Submersconidien** vorhanden sind. 


Zusammenfassung. 


Von 24 gepriiften Penicillium-Stimmen bildete die Mehrzahl in der 
Submerskultur Conidien aus. Dieser ProzeB erwies sich — soweit dies 
untersucht wurde — von der Art des Nahrmediums ziemlich unab- 
hangig. In einigen Fallen konnte aber durch eine Anderung in der Zu- 
sammensetzung des Nahrmediums das Vermégen zur Ausbildung von 
, submers-Conidien“ stark beeinflu8t werden. Durch Zink, das in iiber- 
optimaler Menge die Fruktifikation von Pilzen in der Oberflachenkultur 
zumeist unterdriickt, wird die Ausbildung von ,,Submers-Conidien‘ 
nur sehr selten beeinfluBt. Zwischen der Morphologie des Submers- 
mycels und der Conidienbildung lieB sich keinerlei Beziehung auffinden. 
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Entwicklungsgeschichtliche und cytologische Unter- 
suchungen an Ascomyceten. 


If. Spaerotheca humuli (DC.) Burr. auf Bidens tripartitus L. 
und 
IV. Erysiphe cichoracearum DC. auf Plantago media L. 


Von 
RICHARD BEATUS. 


Mit 10 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 15. Dezember 1949.) 


In der vorliegenden Abhandlung habe ich Sphaerotheca humuli (DC.) 
Burr. und Erysiphe cichoracearum DC. einer eingehenden Bearbeitung 
unterzogen. Uber beide Arten liegen bereits Beobachtungen vor, insbe- 
sondere tiber Sph. humuli. Nachdem aber das Studium von Sph. mors- 
uvae als Besonderheit die Feststellung erbrachte, daB hier zwei Ent- 
wicklungsmoglichkeiten vorhanden sind, von denen allerdings nicht 
beide gleich haufig eingeschlagen werden, schien es wiinschenswert, 
noch andere Vertreter der Erysiphaceen zu studieren, um einen un- 
mittelbaren Vergleich zu bekommen. 

AuBerdem ist bekannt, daB Sph. humuli (DC.) Burr. (= Sph. Ca- 
stagnet Lév.) einen Formenkreis darstellt, der bei genauerer Durchsicht 
zweifellos in verschiedene Arten aufzuteilen ist. Dadurch diirften manche 
voneinander abweichende Angaben tiber diese Art ihre Erklarung finden. 
Auch diese Tatsachen bewogen mich, Sph. humuli noch einmal ent- 
wicklungsgeschichtlich cytologisch zu verfolgen, und ich glaube, die 
gewonnenen Ergebnisse rechtfertigen dies. 

Dasselbe gilt, wenn auch in geringerem Mae fiir die Gattung Hrysiphe. 
Uber Erysiphe cichoracearum speziell liegt nur wenig Literatur vor 
(DanGEARD, 1897; YARwoop, 1935). 


Material und Methodik. 


Sphaerotheca humuli (DC.) Burr. fand ich im September 1948 in der Umgebung 
Braunschweigs. Die Wirtspflanze, Bidens tripartitus L., wuchs am Ufer eines 
Teiches. Der Befall durch Sph. humuli war 1948 recht allgemein, was ich an ver- 
schiedenen Standorten feststellen konnte. Hine Nachuntersuchung 1949 zeigte 
eine wesentlich geringere Menge kranker Pflanzen. 

Erysiphe cichoracearum DC. ist auf Plantago media L. sehr hiufig anzutreffen. 
Das von mir untersuchte Material stammt von Exemplaren, die in Vorgarten und 
ahnlichen Orten gediehen. 
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Die befallenen Blattstiicke wurden 36 Std in Carnoyscher Lésung fixiert. 
Leider ist es mir nicht gelungen, das fiir diese Zwecke bessere FLemmMinGsche Fixier- 
gemisch zu erhalten. Die 10 4 dicken Schnitte wurden wieder nach HEIDENHAIN 
gefarbt. 

Die Untersuchung erfolgte mit einem binokularen Mikroskop von Lrrrz. Samt- 
liche Zeichnungen sind bei 170mm Tubuslange und mit dem groBen ABBEschen 
Zeichenapparat hergestellt. Als Optik stand mir 1/,, Fluorit Ol-Immersion (95: 1) 
und Okular 10 x zur Verfiigung. Die damit erreichte VergréBerung betragt 1450mal. 


1. Sphaerotheca humuli (DC.) Burr. 


GAUMANN (1949) teilt die Erysiphaceen beziiglich der Weiterentwicklung des 
Ascogons nach dem Zustandekommen der Paarkernphase in drei Gruppen auf: 
Bei der ersten Gruppe bildet das Ascogon selbst einen Ascus. Bei der zweiten 
Gruppe wachst die paarkernige subterminale Zelle des Ascogons zu ascogenen 
Hyphen aus und bei einer dritten Gruppe verflechten sich die mehrkernigen Zell- 
faden im Innern des Fruchtkérpers zu einem dichten Knauel, dessen mittlere 
Zellen spater degenerieren. Dadurch entsteht ein Hohlraum, an dessen Grunde 
ascogene Hyphen auftreten, deren eigentlicher Ursprung noch unbekannt ist (nach 
GAUMANN 1949, S. 131 ff.). 

Fiir die erste Gruppe ist die Gattung Sphaerotheca bis jetzt der einzige Vertreter. 
Hier bildet das Ascogon also selbst den Ascus. Nach den Arbeiten von HARPER an 
Sph. Castagnei Lév. stellt das Ascogon einen mehrkernigen Schlauch dar, der sich 
in mehrere einkernige und eine subterminale zweikernige Zelle gliedert, die unter 
Verschmelzung ihres Kernpaares zum Ascus wird. 1927 erschien noch eine Unter- 
suchung von I. Hern iiber dasselbe Objekt, wodurch die Ergebnisse von HARPER 
bestatigt werden. 

Eine Besprechung dieser Literatur und einen Vergleich mit meinen Unter- 
suchungen an Sph. mors-uvae habe ich bereits 1948 gegeben. Die von BERGMANN 
1941 verdffentlichte Arbeit tiber Sph. fuliginea, die mir bei meiner Abhandlung 
tiber Sph. mors-uvae leider noch nicht bekannt war, stimmt im wesentlichen mit 
den Befunden von Harper und I. HEIN an Sph. Castagnei iiberein: Bei Sph. fuli- 
ginea teilt sich das Dikaryon ein einziges Mal, so daB vier Tochterkerne entstehen. 
Diese werden so. voneinander getrennt, da8 eine zweikernige und zwei einkernige 
Zellen zustandekommen. Die paarkernige Zelle wachst zu einem achtsporigen 
Ascus aus. Kine erneute Diskussion méchte ich erst am Schlu8 dieser Mitteilung, 
nach Niederlegung der eigenen Beobachtungen an Sph. humuli vornehmen (vgl. 
S. 265). 

Bei der Beschreibung von Sph. mors-uvae habe ich auf die Besonderheit hin- 
gewiesen, dafi zwei Entwicklungsméglichkeiten vorhanden sind, von denen eine 
fast ausschlieBlich verwirklicht wird. Die Ergebnisse seien hier noch einmal kurz 
wiederholt. Nach dem Zustandekommen des Zweikernstadiums entstehen mehrere 
zweikernige Zellen. Da aber bei Sphaerotheca nur ein einziger Ascus zur Ausbildung 
gelangt, sind diese zweikernigen Zellen bis auf eine iiberfliissig. Aus diesem Grunde 
erfolgt wieder ein RiickbildungsprozeB, die Zellwinde werden aufgelést und die 
Kerne degenerieren bis auf ein Paar. 

Wichtig ist die Bildung mehrerer zweikerniger Zellen. 


Daneben gibt es noch eine viel einfachere Entwicklung: Das zweikernige Ascogon 
wird ohne Zwischenschaltung von Kern- und Zellteilungen zum Ascus. 


Wie liegen nun die Verhiiltnisse bei Sph. humuli? Die Bildung der 
Sexualorgane sowie den Ubertritt des minnlichen Kernes aus dem An- 
theridium in das Oogonium habe ich nicht besonders verfolgt. Nach 


§ 


_ 


Entwicklungsgeschichtliche u. cytologische Untersuchungen an Ascomyceten. 255 


DanGEARD soll die Befruchtung bei Sph. humuli auf Humulus und bei 
anderen Hrysiphaceen unterbleiben, da der mannliche Kern im Antheri- 
dium bereits degeneriert. Das Verhalten soll aber recht verschieden sein. 

Fir Sph. humuli auf Bidens michte ich annehmen, da eine Befruch- 
tung stattfindet. Aus der Literatur ist bekannt, und meine Unter- 
suchungen an Perisporiwm und Sph. mors-uvae sind eine weitere Be- 
statigung dafiir, da der Antheridiumkern in der Regel kleiner ist als 


Abb. 1. Sphaerotheca humuli, die Entwicklung des Ascogoniums zum Ascus unter Zwischenschaltung 

einer Paarkernphase, die aus 1 (-2) Zellen besteht. « zweikerniges Ascogonium, m und w die beiden 

verschieden groBen Sexualkerne; b die beiden Kerne des Ascogons teilen sich; e¢ Ascogon mit vier 

Kernen; @ und e zweizelliges Ascogon mit je einem Kernpaar, die Partner haben sich einander ge- 
nihert, eine der beiden Zellen ist meist gréBer) (725 X). 


der Oogoniumkern. Bei unserem Objekt, Sph. humuli, weisen die Kerne 
in den jungen, zweikernigen Oogonien ebenfalls solche Differenzen auf. 
Abb. la gibt diesen Zustand wieder. Der GroBenunterschied zwischen 
den beiden Kernen (w = Ascogonkern, m = Antheridiumkern) ist deut- 
lich erkennbar. Ich méchte daher doch die Vermutung aussprechen, 
daB bei Sph. humuli auf Bidens ein Kerniibertritt aus dem Antheridium 
in das Ascogonium stattfindet. 

In Abb. la sind um das zweikernige Ascogon bereits die ersten Hiill- 
fiden gelegt. Sie sind meist einkernig, aber schon wenig spater, wenn 
der Fruchtkérper heranwichst, treten auch zahlreiche zwei- und mehr- 
kernige Hiillzellen auf (Abb. 1b). 
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Genau wie bei Sph. mors-uvae verlauft jetzt die Weiterentwicklung 
in zwei Richtungen, von denen wiederum die eine sehr viel haufiger 
ist als die andere. Wir verfolgen zuerst diejenige, die an Sph. mors-uvae 
anschlieBt. 

Das Ascogon ist in jungen, quergeschnittenen Fruchtkérpern eine 
meist in der Mitte liegende, groBe, dicht mit Plasma gefiillte Zelle, 


eS 


die in der Regel auch dunkler gefarbt ist als die umliegenden Zellkorper. — 


Die Kernzahl betrigt zwei. Die iibrigen Zellen im Innern des Perithe- 
ciums koénnen ebenfalls zwei oder noch mehr Kerne enthalten und sind 
in jiingeren Fruchtkérpern auch noch plasmareich, doch sind die Kerne 
und die ganze Zelle kleiner als das Ascogonium. Es fallt jedenfalls sofort 
auf, daB die inmitten des Fruchtkérpers liegende Zelle etwas Besonderes 
ist. 

Die beiden Sexualkerne teilen sich nun simultan (Abb. 1b). Das Er- 
gebnis sind vier Kerne (Abb. 1c). Auf die Kernteilung folgt eime Zell- 
teilung, wie aus den Abb. 1d und le klar hervorgeht. Jede Zelle erhalt 
ein Kernpaar. Dabei ist oft zu beobachten, da eine der beiden Zellen 
ordBer ist als die andere (Abb. le). 

Jene mehrzellige Hyphe aus einkernigen und einer subterminalen Zelle, 
die allein zweikernig sein soll und die von Harper und I. Hern fiir 
Sph. Castagnei und zuletzt von BERGMANN fiir Sph. fuliginea angegeben 
wird, habe ich nicht beobachtet. Ich habe vereinzelt -Praparate gefunden, 
in denen die eine der beiden Zellen nur einen Kern besitzt. Diese Funde 
sind aber im Vergleich zu der Haufigkeit der zweikernigen Zellen gering. 

Nach dieser ersten Kern- und Zellteilung erfolgt im allgemeinen keine 
mehr. In ganz wenigen Fruchtkérpern habe ich drei zweikernige Zellen 
festgestellt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von BERGMANN 
macht also das Kernpaar bei Sph. humuli auf Bidens nur eine einzige 
Teilung durch, die aber im Gegensatz zu Sph. fuliginea zwei zweikernige 
Zellen liefert. 

Die groBere der Zellen wird zur Ascusanlage, und ihre Kerne bilden 
nach der Verschmelzung den primiiren Ascuskern. Was geschieht nun 
aber mit der anderen Zelle und ihren beiden Kernen? Bei Sph. mors- 
uvae degenerieren die iiberziihligen Kerne, nachdem die Zellgrenzen auf- 
gelést worden sind. Dasselbe geschieht auch hier. Da es sich aber nur 
um ein, seltener zwei Kernpaare handelt, sind die Bilder, auf denen die 
Kerndegeneration zu sehen ist, nicht so augenfallig (Abb. 2). Die Zeich- 
nungen stellen den jungen Ascus mit dem primiren Ascuskern dar, der 
uns aber im vorliegenden Fall weniger interessiert. Wichtiger erscheinen 
mir die Kernfragmente, die meist am Rande eines Ascus anzutreffen 
sind. In Abb. 2a und 2 b sind die degenerierenden Kerne mit  versehen. 
In spateren Stadien sind diese Chromatinreste vom Plasma resorbiert 
und damit verschwunden. 
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Kine andere Beobachtung méchte ich hier noch erwahnen, die in fast 
allen Praparaten zu machen ist. Teilt sich der primaire Ascuskern, so 
finden sich in seiner unmittelbaren Umgebung im Plasma Chromatin- 
stticke in verschiedener Zahl und Gré&e. Diese Kernbrocken werden 
ebenfalls resorbiert und sind spater nicht mehr nachzuweisen. Auch bei 
den folgenden Teilungsschritten des Ascuskernes sind mitunter noch 
ChromatinausstoBungen zu verzeichnen, aber nicht mehr in der gleichen 


Abb. 2. Sphderotheca humuli, die Entwicklung des Ascogons zum Ascus unter Zwischenschaltung 

einer Paarkernphase, die aus 1 (-2) Zellen besteht. Nachdem durch Auflésung der Zellwand die 

Hinzelligkeit des Ascogons hergestellt ist, wird das iiberzihlige Kernpaar resorbiert. Bei x die 

degenerierenden Kerne, vgl. Text S. 256. (Die Zellen der Perithecienwand sind hier und in den 
folgenden Abb. nicht mehr gezeichnet) (725 x). 


Hiufigkeit wie bei der ersten Teilung. Uber Ursache und Bedeutung 
dieser Erscheinung vermag ich noch nichts auszusagen. 


Im Gegensatz zu Sph. mors-uvae ist die eben beschriebene Art der 
Ascusentstehung bei Sph. hwmuli nicht die tbliche. Sie erfolgt im all- 
gemeinen nach der in Abb. 3 veranschaulichten Form. Dieser Entwick- 
lungsgang ist so hiufig, daB man ihn als den normalen ansprechen kann. 


Nach dem Ubertritt des Antheridiumkernes vergréBert sich das 
- Ascogonium sehr stark (Abb. 3a). Irgendwelche Anzeichen fir eine Kern- 
und Zellteilung sind nicht zu erkennen. Abb. 3b bringt die eigentliche 
Befruchtung, die Verschmelzung der beiden Sexualkerne zum primaren 
Ascuskern (Abb. 3c). Er liefert in zwei*Teilungsschritten den vier- 
kernigen Ascus (Abb. 3d, 3e und 3f). Gleichzeitig geht eine VergroBerung 
des Peritheciums und eine Veranderung seiner Zellen vor sich. Sie werden 
mehr und mehr inhaltsleer und nehmen eine braune Farbung an. 
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Eine nochmalige Kernteilung laBt aus dem vierkernigen Ascus den 
achtkernigen hervorgehen. Jeder der Kerne umgibt sich mit einer 
Plasmamenge und grenzt sich durch eine Membran gegen das Restplasma 
des Ascus ab. Abb. 4 zeigt sechs derartige Sporenanlagen. 


Abb. 3. Sphaerotheca humuli, die Entwicklung des Ascogoniums (Zygote) unmittelbar zum Ascus, 

a zweikerniges Ascogon; b Kernverschmelzung; ¢ der primaire Ascuskern; d erste Teilung des primiiren 

Ascuskernes; e zweikerniger Ascus; f vierkerniger Ascus. (In e, d, e und / ist jeweils nur der Ascus 
dargestellt) (870 x ). 


Die Ascusentstehung ist also hier wesentlich vereinfacht. Das zwei- 
kernige Ascogon wird direkt zur Ascusanlage und weiter zum Ascus. 
Kine Kern- und Zellteilung unterbleibt. Wie aus den Abb. ersichtlich 
ist, sind in der Umgebung des Ascogons Zellen mit zwei oder noch mehr* 
Kernen vorhanden, sie haben aber nach meinen Beobachtungen ent- 
stehungsmifig keinerlei Beziehung zum Ascogon, sondern gehen auf 
Hiillzellen zuriick. : 

Vergleichen wir noch einmal kurz den Entwicklungsgang von Sph. 
mors-uvae und Sph. humuli auf Bidens miteinander, so besteht der 
Unterschied darin, daB bei Sph. mors-uvae mehrere zweikernige Zellen 
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_gebildet werden und bei Sph. humuli nur zwei. Der vereinfachte Ent- 


wicklungsablauf, wonach aus dem zweikernigen Ascogonium ohne 
Zwischenschaltung von Kern- und Zellteilungen der einzige Ascus her- 
vorgeht, ist bei beiden Arten gegeben. Sie weichen voneinander ab, indem 


Abb. 4. Sphuerotheca humuli, Schnitt durch einen Fruchtkérper. Der Ascus zeigt sechs Sporen- 
anlagen, die beiden fehlenden Sporen sind im Schnitf nicht getroffen. (960x.) 


bei Sph. mors-uvae der vereinfachte Entwicklungsablauf selten und bei 
Sph. humuli die Regel ist. Der Weg iiber die dazwischen geschaltete 
Paarkernphase ist bei Sph. mors-uvae als Normalfall und bei Sph. humuli 
als Seltenheit anzutreffen. 


2. Erysiphe cichoracearum DC. 


Um einen unmittelbaren Vergleich zu der Entwicklung von Sph. 
humuli zu haben, habe ich noch EHrysiphe cichoracearum DC. unter- 
sucht. DANGEARD hat auch diese Art (auf Sonchus als Wirtspflanze) in 
der Liste jener Formen stehen, bei denen keine Befruchtung erfolgt, 
da der mannliche Kern vorher im Antheridium zugrunde geht. Ahnlich 
wie bei Sph. humuli habe ich bei EH. cichoracearum auf Plantago diese 


friihen Stadien nicht niher verfolgt, so daB ich keine endgiiltige Ent- 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 18 
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scheidung in dieser Frage fallen kann. Auffallend ist jedoch, daB die 
zwei Kerne im Ascogon, genau wie bei Sph. humuli und Sph. mors-uvae, 
GréBenunterschiede aufweisen, was auf einen Antheridien- und einen 
Oogonienkern schlieBen laBt (Abb. 5a, w und m). Der Befund von YAR- 
woop bei derselben Art auf Helianthus spricht gleichfalls fiir einen 
echten Sexualvorgang. 


GAUMANN faBte 1926 Hrysiphe und Phyllactinia corylea zu einem besonderen 
(ersten) Entwicklungstyp zusammen. Hierbei geht aus dem Ascogon eine dicke, 


Abb. 5. Erysiphe cichoracearum, die Entwicklung des Ascogons zu einer dicken, mehrzelligen Hypher. 

a zweikerniges Ascogon, m und w die beiden verschieden groBen Sexualkerne; 6 die vergréBerte 

Ascogonzelle, die beiden Kerne teilen sich; ¢ zweizelliges Ascogon mit einem Kernpaar je Zelle, die 

Kerne liegen dicht beieinander; d, e und / das Ascogon ist zu einer mehrzelligen, dicken Hyphe heran- 
gewachsen. Jede Zelle besitzt ein Kernpaar (870 x ). 


mehrzellige Hyphe hervor. Kin Teil der Zellen ist zweikernig, ein anderer Teil ist 
einkernig. Fir #. Martti speziell entstehen mehrere zweikernige Zellen und ent- 
sprechend auch mehrere ascogene Hyphen. Fiir 2. communis gibt HARPER einen 
unseptierten Schlauch mit fiinf bis acht Kernen an, Eine Zellwandbildung erfolgt 
erst spater und stets so, daB die vorletzte Zelle zweikernig ist. Dies ist die primare 
ascogene Hyphe. 

1938 berichtet CoLson tiber die Entwicklung und Cytologie von Phyllactinia 
suffulta (Rebent.) Sace. Danach ist das Ascogon zweikernig. Eine Befruchtung hat 
aber nicht stattgefunden, da der mannliche Kern im Antheridium vorher degene- 
riert. Die beiden Kerne des Ascogons teilen sich und aus den vier Tochterkernen 
entstehen zwei einkernige und eine subterminale zweikernige Zelle. Diese wird durch 
weitere Kernteilungen mindestens achtkernig. Aus ihr entspringen ungegliederte 
ascogene Hyphen, in die die Kerne einwandern. Die Kernteilungen kommen aber 
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damit noch nicht zum Stillstand. Die Seitendste der ascogenen Hyphen werden 
durch Querwande in eine einkernige Spitzenzelle und zweikernige Zwischenzellen 
gegliedert. Die oberste dieser paarkernigen Zellen wird jeweils zu einem Ascus. 
Phyllactinia ist der Vertreter der 1949 von GAuMANN aufgestellten zweiten 
Entwicklungsgruppe unter den Hrysiphaceen (vgl. diese Arbeit S. 254). 
Der Zusammenhang zwischen Phyllactinia und H. communis ist unverkennbar: 
In beiden Fallen tritt die subterminale paarkernige Zelle auf. Die Beziehung 


Abb. 6. Erysiphe cichoracearum, Schnitte durch junge Perithecien. a und b Schnitte durch denselben 

Fruchtkérper mit 5 zweikernigen und 1 einkernigen Zelle, sowie 3 kernlosen Zellstiicken; e Schnitt 

durch einen jungen Fruchtkérper mit 3 zweikernigen und 2 einkernigen Zellen, sowie 2 kernlosen 
Zelistticken (960 X ). 


zu H. Martit ist ebenfalls vorhanden, nur da eben hier noch mehrere zweikernige 
Zellen zu verzeichnen sind. 


E. cichoracearum schlieBt sich in seinem Verhalten an H. Marti an. 
Wie aus Abb. 5b hervorgeht, teilen sich die Kerne des Ascogons simultan. 
Das Ergebnis sind zwei Kernpaare, deren Partner sehr dicht beieinander 
liegen. Gleichzeitig hat sich auch das Ascogon in zwei Zellen geteilt 
(Abb. 5c). Das Produkt der ersten Teilung sind demnach zwei zweikernige 
Zellen. 

Es entsteht so die dicke, mehrzellige Hyphe (Abb. 5d, 5e und 5f), 
wie sie aus der Literatur bekannt ist. Ihre Zellen sind aber zweikernig. 
Die Kern- und Zellteilungen sind aber noch nicht zu Ende, sondern 
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gehen weiter, wie die Abb. 6a, 6b und 6c erweisen. Abb. 6a und 6b sind | 
Schnitte durch denselben Fruchtkérper. Wir kénnen insgesamt fiinf 
zweikernige, eine einkernige und drei kernlose Zellen unterscheiden. In- 
Abb. 6c sind sieben Zellen angeschnitten, drei sind zweikernig, zwei 
einkernig und zwei kernlos. : 

Hier treten auch Zellen mit nur einem Kern auf. Sie zeigen aber gegen-— 
iiber der zweikernigen Zelle nie eine Lage, wonach man die paarkernige : 


Abb. 7. Erysiphe cichoracearum, Querschnitt durch ein Perithecium mit jungen Asci. Der primaire 

Ascuskern befindet sich meist in Teilung. Am Grunde und zwischen den Schliuchen noch weitere 

zweikernige Zellen, aus denen die Asci hervorgehen. Die beiden Kerne in verschiedenen Stadien der 

Verschmelzung, vgl.Text 8. 263. (Hier und in den folgenden Abb. sind die Zellen der Perithecienwand 
nicht mehr gezeichnet.) (960x.) 


Zelle als subterminal bezeichnen kénnte. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB diese einkernigen Zellen in Wirklichkeit gleichfalls zwei Kerne be- 
sitzen. Da die Partner meistens sehr eng zusammen- oder aufeinander- 
liegen, kann ein Kern der Beobachtung entgehen. Die kernlosen Stiicke 
sind so zu erkliiren, das die Zellen gewunden sind und im Schnitt zwei- 
mal getroffen wurden. Das Kernpaar ist dann nur auf einem Anschnitt 
vorhanden. 

Ich méchte auch fiir 2. cichoracearum die Auffassung vertreten, dai 
die vom Ascogon sich ableitenden Zellen in der Regel zweikernig sind. Es 
mag vorkommen, dai auch einmal einkernige Zellen entstehen, sie sind 
aber selten. . 
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Das weitere Schicksal dieser zweikernigen Zellen geht aus Abb. 7 her- 
vor. Der Fruchtkorper ist betrachtlich in die GréBe gewachsen, die 
Wandzellen, zwar noch einzeln erkennbar, sind gréf8tenteils leer und 
ihre Wandungen braun gefirbt. Im Innern des Peritheciums sieht man 
junge Schlauche mit einem Kern, der sich meist in Teilung befindet. 
Woher kommen diese jungen Asci? An ihrem Grunde und zum Teil 
auch zwischen ihnen sind zweikernige Zellen verschiedener Grofe vor- 


Abb. 8. Erysiphe cichoracearum, Schnitt durch einen Fruchtkérper mit drei Schléuchen, die meist 
acht Kerne besitzen. Die mit x bezeichnete Kernmasse besteht wahrscheinlich aus zwei Kernen. (960x.) 
handen. Eine allen zukommende Form gibt es nicht. Einzelne sind lang- 
gestreckt, andere spindelférmig, andere wieder mehr rundlich. Einzelne 
lassen noch beide Kerne erkennen, wihrend andere das Stadium der 
Kernverschmelzung zeigen. Wir haben in diesen zweikernigen Zellen 
die Ascusanlagen vor uns, in denen die Caryogamie eintritt. Aus der 
Zahl der jungen Asci und der Zahl der noch vorhandenen zweikernigen 
Zellen, sowie aus der Zahl der Asci im reifen Fruchtkorper ist zu schlieBen, 
da® das zweikernige Ascogon eine ganze Reihe von Kern- und Zell- 
teilungen durchmacht, baw. die ascogenen Hyphen sich verzweigen. 
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Die Kernverschmelzung ist in Abb. 7 in verschiedenen Stadien zu 
sehen. Es gibt Kerne, die véllig isoliert (a) nebeneinanderliegen, in 


| 
; 
; 


anderen Zellen sieht man deutlich um jeden Kern eine ausgebildete — 


Kernmembran, wobei sich die Kernwandungen bereits beriihren (b) und 
schlieBlich ist nur eine Wand um die beiden Nucleolen (c), die in un- 


gleicher Entfernung voneinander sich befinden, oder gar schon mitein-— 


ander vereinigt sind (d und e). 


Abb. 9. Erysiphe cichoracearum, Schnitt durch einen Fruchtkérper. Der im Schnitt getroffene 
Ascus hat vier Sporen ausgebildet und drei tiberzihlige Kerne (ein iiberziihliger Kern liegt bei x auf 
der untersten Spore und ist in der Zeichnung nur angedeutet) (960 x ). 


Der primaire Ascuskern macht drei Teilungen durch, deren Ergebnis 
acht Kerne sind. Abb. 8 zeigt den Querschnitt durch ein ilteres 
Perithecium mit drei groBen, langgestreckten Zellen, den Schliuchen. Der 
linke Ascus li ®t acht Kerne erkennen, von denen einer durch schlechtere 
Farbbarkeit und unregelmiBigen UmriB auffallt. Im mittleren Ascus 
sind fiinf Kerne, eine Spindel und ein schlecht fiirbbarer Kern, und der 
Schlauch ganz rechts enthilt sieben Kerne, dabei ist nicht ganz sicher, 
ob es sich bei dem groBeren Einzelkern (x ) nicht um zwei Kerne handelt. 

Diese Tatsache, da aus dem primiiren Ascuskern acht Kerne hervor- 
gehen, ist deshalb von Interesse, weil der Ascus bei 2. cichoracearum 
nur zwei Sporen enthilt, also sechs Kerne itberfliissig sind, Angelegt 
werden aber acht Kerne, als ob auch acht Sporen ausgebildet wiirden 
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wie im Normalfall. Diese Zahl scheint nicht immer erreicht zu werden. 
Man beobachtet neben achtkernigen Asci auch vierkernige und findet 
entsprechend Asci mit zwei Sporen und sechs iiberzihligen Kernen und 
einzelne Schlauche mit zwei Sporen und zwei iiberziihligen Kernen. 
Umgekehrt liegt die Frage nahe, ob aus den gebildeten acht Kernen 
nicht auch einmal mehr als zwei Sporen hervorgehen kénnen. Unter 
meinen sehr zahlreichen Praparaten habe ich einen einzigen solchen Fall 
gefunden. Er wird in Abb. 9 gezeigt. In dem in der Mitte des Perithe- 
ciums gelegenen Ascus sind drei iiberzdhlige Kerne zu ziihlen (ein Kern 
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Abb. 10. Erysiphe cichoracearum, Quetschpriparat eines reifen Fruchtkérpers mit einem Teil der 
Schlaiuche. Die Asci enthalten zwei Sporen (580 X ). 


& 


liegt auf der untersten Spore, in der Zeichnung mit x versehen) und 
‘vier angelegte Sporen. Es ist der einzige Fund geblieben. Abb. 10 gibt 
schlieBlich noch ein Quetschpraparat eines reifen Fruchtk6rpers, bei 
dem aber nicht simtliche Asci gezeichnet sind. Meist ist die Zahl der 
Schlauche je Perithecium tiber ein Dutzend. Auch hier habe ich in allen 
Fallen nur zwei Sporen im Ascus festgestellt. Die Zahl vier scheint wirk- 
lich eine Seltenheit zu sein. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Als Grundlage fiir unsere Diskussion gehen wir von den durch Gav- 
MANN (1949) aufgestellten Entwicklungstypen aus und beschaftigen uns 
zuerst mit der Gattung Sphaerotheca. Der erste Entwicklungstyp wird 
nur von dieser Gattung gebildet, und ihm sind in erster Linie die Ergeb- 
nisse der Untersuchungen von Harpur zugrunde gelegt: Das Ascogon 
ist eine mehrkernige Hyphe. Durch simultane Kern- und Zellteilung 
entstehen mehrere einkernige Zellen und eine subterminale zweikernige 
Zelle. Deren Kerne fusionieren und ergeben den primiaren Ascuskern. 
I. Her schreibt dazu (1927, S. 400): “The two nuclei of the ascogone 
during the development of the perithecium divide once so that there 
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are four... I am of the opinion that these nuclei arose by a simultaneous ~ 


division of the two nuclei in the ascogone.”’ 
In der Besprechung iiber die Ergebnisse bei Sph. mors-uvae schrieb 
ich in diesem Zusammenhang (1948, 8.49): ,,.I[ch bin gleichfalls der 


Meinung, da sich die beiden Kerne des Oogoniums (dabei handelt es — 
sich um den weiblichen und mannlichen Kern, im Gegensatz zu HEIN) © 


simultan in vier Kerne teilen. Nach Hern treten nun auch bei Sph. 
Castagnei Lév. Querwinde im Ascogon auf, allerdings derart, da der 


obere und der untere Kern von dem in der Mitte liegenden Kernpaar — 


durch eine Zellwand getrennt werden. Darnach entsteht nach der ersten 
Kern- und Zellteilung des befruchteten Ascogons eine zweikernige Zelle 
in der Mitte, und dariiber bzw. darunter je eine einkernige Zelle.“ Zu 
demselben Ergebnis kommt im Grunde BERGMANN bei Sph. fuliginea. 

Ich habe weder bei Sph. mors-wvae noch bei Sph. humuli die von 
Harper, I. Hery und BERGMANN so betonte subterminale Zelle fest- 
gestellt. 1948 habe ich darauf hingewiesen, da sehr viele Abbildungen, 
die I. Hern seiner Arbeit beigefiigt hat, sich leicht auch nach der von 
mir vertretenen Auffassung erkliren lassen. 

Ich habe in meinen Priaparaten unseptierte Hyphen gefunden (vgl. 
1948, S. 51, Abb. 8a) mit einer ungeraden Zahl von Kernen. Bei einer 
nachfolgenden Zellteilung wiirden einkernige Zellen entstehen. Ich habe 
auch Perithecien gefunden, in denen tatsichlich eine zweikernige und 
zwei einkernige Zellen angetroffen wurden: Die zweikernige Zelle lag 
aber nie subterminal, eine bestimmte Anordnung der ein- bzw. zwei- 
kernigen Zellen konnte ich nicht ausmachen. Ich betrachte diese Fest- 
stellungen als Ausnahmen, sie fallen gegeniiber den anderen Beobach- 
tungen iiber zweikernige Zellen nicht ins Gewicht. 

Ich bin der Meinung, dab die Zellen, die durch Teilung des zweikernigen 
Ascogons entstehen, in der Regel zweikernig sind. Dies gilt sowohl. fiir 
Sph. mors-uvae als auch fiir Sph. hwmuli. 

Wir miissen uns nun noch die Frage vorlegen, welche Bewandtnis 
es mit den beiden Entwicklungsméglichkeiten bei der Gattung Sphaero- 
theca auf sich hat. 1948 habe ich auf diese Tatsache bereits hingewiesen, 
ihr aber noch nicht die Bedeutung zugemessen, die sie tatsiichlich ver- 
dient, nachdem die Untersuchung bei Sph. humuli ein ganz iihnliches 
Ergebnis gezeitigt hat. 

Fiir beide Arten ist neu und von besonderem entwicklungsgeschicht- 
lichem Interesse, daB zwei Entwicklungsrichtungen vorhanden sind, von 
denen jeweils eine fast ausschlieBlich zur Verwirklichung kommt. 

Die Euascomyceten sind dadurch ausgezeichnet, daB zwischen Zygote 
und Ascus eine Paarkernphase zwischengeschaltet ist. Sie findet im 
Ascus durch die Kernverschmelzung ihr Ende. Bei den Protoascomyceten 
geht der Ascus direkt aus dem zweikernigen Ascogon hervor. KNIEP 


A 
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(1928, S. 345) schreibt dariiber: ,.Nur bei den primitiven Typen fallt 
beides noch in eins zusammen, indem hier der Ascus das direkte Pro- - 
dukt der Zygote ist.“ 

In der systematischen Anordnung bilden die Plectascales die erste 

Gruppe und die Perisporiales die zweite Gruppe der Euascomyceten. 

Nach GAumANN (1926) schlieBt der erste Entwicklungstypus der 

Erysiphales, der Phyllactinia corylea und Erysiphe Martii umfaBt, ohne 
Schwierigkeiten an die Plectascales, speziell an den Aphanoascus- 
Penicillium-Typ an. Auch hier haben wir in der ersten Entwicklungs- 
phase mehrere zweikernige Zellen und als deren Folge mehrere ascogene 
Hyphen. Das von mir untersuchte H. cichoracearum dient als weiterer 
Beleg fiir die Richtigkeit der von GAumANN vertretenen Auffassung. 

Nur méchte ich auch hier annehmen, daB die vom zweikernigen Ascogon 
abstammenden Zellen zweikernig sind. 

Die von HarPeEr untersuchte LH. communis scheint hier wieder eine 
Ausnahme zu machen, indem die zweikernigen Zellen bis auf eine einzige 
-reduziert sind. DaB die Hrysiphaceen reich an solchen Reduktionen 
sind, beweist auch die verschiedene Sporenzahl. Bei E. cichoracearum 
kommen nur zwei Sporen im Schlauch vor, es werden aber noch acht 
Kerne angelegt. Genau wie bei Sphaerotheca muB wieder ein Riick- 
bildungsprozeB einsetzen, der zur Resorption der iiberzihligen Kerne 
 fibrt. 

Wie 1aBt sich nun aber der Sphaerotheca-Typ hier anreihen ? 

GAUMANN (1926) betont, daB die Bildung von mehreren zweikernigen 
Zellen einer allmahlichen Reduktion unterliegt, die in Sphaerotheca ein 
Endstadium erreicht hat. 

Betrachten wir unter diesem Gesichtspunkt die beiden Sphaerotheca- 
Arten, Sph. mors-uvae und Sph. humuli (auf Bidens), so stellen beide 
auBerordentlich schéne und lehrreiche Beispiele fiir diese allmahliche 
Reduktion dar. 

Die Entstehung mehrerer zweikerniger Zellen, also die Zwischen- 
schaltung einer Paarkernphase zwischen Zygote und Ascus, ist bei Sph. 
mors-uvae noch die Regel. Die Entwicklung erfolgt am haufigsten nach 
dieser Weise. Als Zeichen der Reduktion tritt aber auch schon der sehr 
vereinfachte Entwicklungsgang, wenn auch selten, in Erscheinung, wo- 
nach das zweikernige Ascogon direkt zum Ascus wird. 

Bei Sph. humuli auf Bidens ist die Riickbildung zum vereinfachten 
Typus noch weiter fortgeschritten, da hier am haufigsten und damit im 
normalen Entwicklungslauf das zweikernige Ascogon, die Zygote, un- 
mittelbar zum Ascus wird. Anklinge an den fortgeschrittenen Typus 
kommen dadurch zum Ausdruck, da nach der Zygote mitunter 
eine Paarkernphase auftritt, die allerdings nur aus zwei oder hochstens 
drei Zellen besteht. 
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In Sph. humuli ist also das Endstadium erreicht, das GAUMANN fir 
‘diese Reduktionsreihe annimmt. Sph. mors-wvae kann man als ein 
Anfangsglied betrachten. Es ist nicht ausgeschlossen, ja sogar sehr wahr- 
scheinlich, daB bei weiteren Untersuchungen von Vertretern der Hry- 
siphaceen die Reihe noch geschlossener wird. 

Ich weise an dieser Stelle aber noch einmal darauf hin, daB ich mich 
mit meinen Ergebnissen in Gegensatz zu HARPER, HEIN und BERGMANN ; 
befinde. Nicht nur was den Zeitpunkt der Kernverschmelzung anbetrifft, 
den ich in den jungen Ascus verlege, sondern auch darin, daB ich weder bei 
Sph. mors-uvae noch bei Sph. humuli auf Bidens eine mehrzellige Hyphe 
mit einer subterminalen zweikernigen Zelle als Ascogon gesehen habe. 

In diesem Zusammenhang verdient auch noch einmal das von mir 
bearbeitete Perisporium funiculatum PreuB. Erwihnung. 1938 schrieb 
ich (S. 320): ,, Uberblicken wir noch einmal ganz kurz den Entwicklungs- 
ablauf von Perithecium funiculatum: Neu und auffallend ist, daB das 
Oogonium nach dem Ubertritt des mannlichen Kernes nicht nur Kern-, 
sondern auch Zellteilungen eingeht. Es entstehen mehrere zweikernige - 
Zellen. Aus diesen gehen durch weitere Kern- aber nicht Zellteilungen 
die mehrkernigen Ascogone hervor.‘ 

Ein gleiches Verhalten zeigt auch die von Sativa (1923) untersuchte 
Magnusia nitida Sacc., ein Vertreter der Plectascineen. Als urspriing- 
liches Merkmal zeigt Perisporium nach dem Zustandekommen des Paar- 
kernstadiums noch die Zellteilungen. Es stellt damit auf der einen Seite 
den Zusammenhang mit Hrysiphe und Sphaerotheca her, auf der anderen 
Seite weist es auf Pyronema confluens, den klassischen Vertreter der 
Kuascomyceten, indem bei Perisporium bereits mehrkernige Ascogone 
gebildet werden, aus denen ascogene Hyphen aussprossen, in die je- 
weils ein Kernpaar einwandert. 

Die Tatsache, daB bei der Gattung Sphaerotheca nur ein Ascus im 
Fruchtkérper entsteht, diirfte mit die Ursache sein, daB der einfache 
Entwicklungsablauf, von der Zygote gleich zum Ascus, wieder erscheint, 
denn es wird dadurch der ganze RiickbildungsprozeB der zwischen- 
geschalteten Paarkernphase erspart. 

So stellen die Hrysiphaceen eine entwicklungsgeschichtlich auBer- 
ordentlich interessante Gruppe dar. Die von GAUMANN vertretene Auf- 
fassung, die Hrysiphales als Zweig der Plectascales mit den schon mehr- 
fach erwihnten Reduktionserscheinungen zu betrachten, ist durch die 
Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchungen durchaus gerechtfertigt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 
1, Sphaerotheca humuli (DC.) Burr. auf Bidens tripartitus L. 


Sph. humuli (DC.) Burr. auf Bidens tripartitus L. hat wie Sph. mors- 
uvae zwei Entwicklungsmoglichkeiten: Die haufigere erfolgt nach dem 
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einfachen Typus, wonach aus dem zw eikernigen Ascogon (Zygote) un- 
mittelbar der Ascus wird. 

Das Ascogon ist eine zweikernige Zelle. 

Die zweite, seltenere Entwicklungsméglichkeit besteht in der Ein- 
schaltung einer Paarkernphase zwischen Zygote und Ascus. 

Die zwischengeschaltete Paarkernphase besteht nur aus ein, seltener 
zwei Zellen. 

Die Zellen, die sich vom zweikernigen Ascogon ableiten, sind in der 
Regel zweikernig. 

Da bei Sphaerotheca nur ein Ascus gebildet wird, ae das tiberzahlige 
Kernpaar (bzw. Kernpaare) zugrunde, nachdem vorher die Zellwand 
aufgelést wurde. 

Die Caryogamie tritt erst im jungen Ascus ein. 


2. Erysiphe cichoracearum DC. auf Plantago media L. 


Das zweikernige Ascogon macht eine Reihe von Kern- und Zell- 
_teilungen durch. Die Zellen, die sich vom Ascogon ableiten, sind in der 
Regel zweikernig. 

Die Asci nehmen ihren Ursprung aus den zweikernigen Zellen, die 
vom Ascogon abstammen. 

Die Caryogamie tritt erst im jungen Ascus ein. 

Der primaire Ascuskern liefert in drei Teilungsschritten einen acht- 
kernigen Ascus. Da aber jeder Ascus nur zwei Sporen enthalt, werden 
die tiberzihligen Kerne wieder resorbiert. Es wurden einzelne Fialle 
beobachtet, in denen je Ascus nur vier Kerne vorhanden waren. 


Die an Sph. humuli (DC.) Burr. auf Bidens tripartitus L. und an 
E. cichoracearum DC. auf Plantago media L. gewonnenen Ergebnisse 
werden mit den friiheren Studien iiber Sph. mors-uvae Schwein. und 
Perisporium funiculatum Preuss. verglichen, und die entwicklungs- 
geschichtlich systematische Bedeutung der erzielten Resultate im Zu- 
sammenhang erértert (vgl. Besprechung der Ergebnisse). 
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III. Mitteilung. 
Monoearbonsiiuren als Kohlenstoffquelle. 
Von 
KARL REINHARDT. 


(Eingegangen am 12. November 1943.) 


Die Monocarbonsiuren stellen fiir die Ernahrung heterotropher Flagel- 
laten wohl die wichtigsten Verbindungen dar, denen gegeniiber alle an- 
deren, wie z. B. Alkohole, in den Hintergrund treten. Man kann diese 
Flagellaten daher mit Recht — wie dies wiederholt auch geschehen ist — 
als ,,Fettsiure-Organismen“ (Acetatflagellaten nach E. G. PRINGSHEIM) 
bezeichnen. Neben der Essigsiure ist es allerdings nur die n-Butter- 
sdure, die jene als Kohlenstoffquelle erreicht oder in zahlreichen Fallen 
(bei gleicher C-Menge) sogar um 20% iibertrifft, wie Tab. 1 zeigt. Hin- 
sichtlich der Konzentration sei bemerkt, daB 50 bis 200 mg C je 100 cm* 
Nahrlésung in Form von Essigsiure gleich wirken. Im folgenden ist stets 
auf 50 mg C/100 cm? als Essigsiure bezogen. Verwendet wurde, auch bei 
den iibrigen Sauren, das Na-Salz. Uber die Nahrlésung im einzelnen 
vergleiche man die I. Mitteilung. 

Um die aufgezeigten Ergebnisse fiir eine naihere Besprechung und 
weitere Auswertung tibersichtlicher zu gestalten, sind die auf Grund der 
Trockengewichtsbestimmungen errechneten Ertragsfaktoren fiir Kohlen- 
stoff (7:), bezogen auf Essigsiure = 100, in Tab. 1 zusammengestellt. 
Uber die tatsichliche Verwertung der Essigsiure unterrichten die in der 
letzten Spalte der Tab. 1 aufgefiihrten ,,Acetat-Grundzahlen“, die 
(abgerundet) mg Trockengewicht in 250 cm® Nihrlésung mit 125 mg C 
als Essigsiiure = 50 mg C/100 bedeuten?. Auch die iibrigen Sauren wur- 
den in der Menge von 50 mg C/100 gegeben. Als giinzlich ungeeignet, 
daher nicht in der Tabelle aufgefiihrt, erwiesen sich: Ameisensiure, iso- 
Valeriansiure, Methylithylessigsiure und Trimethylessigsiure. 


1 Die I. und II. Mitteilung dieser Reihe ist in Band 13 (1944) dieser Zeitschrift 
S. 801 und 329 erschienen. Die Mitteilungen III—V sind in Heft 5 des 13. Bandes 
zum Abdruck gekommen (8. 393, 419 und 433). Das ausgedruckte Heft ging jedoch 
durch Kriegseinwirkung verloren. Die jetzige Wiedergabe der verloren gegangenen 
Mitteilungen erfolgt gekiirzt unter starker Anlehnung an die ausfiihrlichen 
Zusammenfassungen des Autors und ist von A. RrprEn besorgt worden. 

Die Arbeiten wurden in den Jahren 1939 bis 1941 in Prag durchgefiihrt. Der 
Verfasser fiel den Nachkriegswirren zum Opfer. Die Herausgeber halten es fiir ihre 
Pflicht, die Hauptergebnisse der Arbeiten der Offentlichkeit zuginglich zu machen. 

* Da®B hier haufig die Zahl 100 erscheint, ist nur Zufall und hat nichts mit den 
tibrigen relativen Werten zu tun. 


— 


reat mmmtenl 


Loon 
t~ 


N 


Der Stoffwechsel heterotropher Flagellaten. 


. . +S 
GLE S Fav _ dOUPNT [OA z 
‘4xaJ, oyals ,,[Yezpunty-yeyooy* Joq/) “4Zz0808 QO] = oanessissy toq SeaqAGy 
‘aanespMoopong, = *!9 ‘oamys;Moaqy = "9 ‘oanestAuoyy = 8D ‘ounys[Aqog = 8% ‘omnes[Aqdoy = */ ‘ommysuoudep-ost = %)—1 ‘omnes 
-uoadeg-u = %9—u ‘omesueerea = {9 ‘ounyssoqgng-ost = *9—1 ‘ommyssoyyng-u = *)—u ‘omysuordorg = *) ‘ounyssissyy = */) | 


08 poz | BIS |l0'es | SP 1 10S kha) 9662.) OO0mr 6 Gualee Slime te eONIer oe. ge 2. SCUOROY ONY 
08 | O18 | 1°03 | S‘6T | O'VE | O'%G | Oso | F66 | OTL Elsa Octo ne iso mOGkat a. yt pumsonb * 
08 G1z | S33 | 66 | TOS | SOE | OST | 6°66 L‘89 LST EOC Tod MOsGL | OO Laas ee he teee” * phuo) misnys 
08 61S | Ses | OTS | ISS | 96h | Ose | 6°66 OGL 108 | L°6TT | 9°6L | OOT nresess mysngos ‘ana ‘onsb * i 
09 | O61 | SSI | 90% | O'SF | SBF | GTS | 0°L6 0°89 0 S6ZI | Z6L | OOT ee ye a ee SaSOm 
0g meet 0 0 0 0 | #69 0 One 101 O | OOT | CTT Tt septna vuabng 
| Wau bngy 
O¢l L'8t | 613 | 8S | SIS | HES | TFS | SOOT | OTL ee8 | 99IT | 9°08 | OOT nesessss ss unaopspunha * 
O6T L'tS-| S13) 60S -- SSF | BOS | -L'OS  G00F 10'SL al S18 SL Otis) SPL |. 00T SA ae ee ta SOOO OP 
OST |. L°6L | SIZ | e@s | Z'se_| SSF |. 9°09 | B86 | F694] Ses. 1 EC IL| OFS |: 00T a Ae MRO TACT DTI000 cf 
OOT 0°03 | 10% 0 Gog 0 LOF | 0°08 0 F8h | TSO 0 OOT SN GL ENNELY aad 
OOT €0Z | SIs 0 L$ 0) s‘0Or | TI8 0 9°8F | S°SOT 0 OOT rrsgres ess ss gUbsofyUod *f 
08 GO0E | 00€ 0 ¢0¢ 0 Scp |.GsL | 0 F'6F | OTOT 0 OOT aimee er ge AND 
O¢I SLE i Sia 0 LLY 0 0 6°96 | SOOL 0 600 0 OOT | “tts wngoyrdod +g 
08 603 | F'0G 0 FCS 0 0 [ss | 9°86 0 Z0l 0 OOT satis Wan oboe tien gee eal CU C7 
Oot 9°8Z | 6S 0 PSP 0 OT NLGLE a6) 66 0 SOL 0 OOT setesresesses umngenbua ‘qf 
OGL OTE | OTS 0 8°6F 0 0 6°98 8°66 0 G‘O0L 0 Oot Seahle i Ni OR GULL 
OOT Ors) 0 0 0) 0 | 86g 0 0 O'FOT 0) Oot Se OS BUDO). chi 
OOT 0 0 0) 0 0 0 0°6¢ 0 0 6901 0 Oot ee Nae nS CURLEY SMe & 
OOT ee, Ae 0 0 0 0. iho 12 6 0 | L°POT Dee OU Blinc ee eee "8 enbou * 
OGL CP wile AO 0 Omer 0 s‘19 | 0 0 € 101 0 OOT sere ss wensnygo puojh jog 
Juaawmozhyog 
09 =| aes | Lies | Sez | osc | OF | O | L469 | 9°26 O aT Sel al. SS OOLy a) Shas” eee! maeagoNs car 
09 s6z | soe | LOS | S6F | Shr! O | SOL | 8°88 Om LL SES 6 LOG SOOL o) Se" Se eons rer 
09 OTe 4-Le loseet} CES" | eee | Oo 6°89 8°68 0 Leet, SOL | OOT nrress sss moana mypauoph jog 
| | J,uaaurprinydaqn og 
OOT eI | 8°06 0 L’L¥ 0 0 618 | &°66 0 1001 0 OOT ee ee SL OSON 
oor | 263 | Loe | O | ser] O OH | BOS: |AO0e Sos) BOL | Oe) 0G, Sh et Mai ee ieee yp 
OOl | #18 | ozs | O |\L08-)— 0 O 1 KOSS .-1°O6 Be SOF SOLS 2.0591 200L Ti Sree as mealonee “> 
OOT [13.1 28°1Z. (SOS | FPSO OR To LBP | VLE | SOL TP S18.|. 2 0C1 5), FOS | 00T rrssesese sss saumbofmos "YO 
oor | g0% | asl | LIS | oS | L°6F | 96h | 866 | ODL | 9°64 | BEIT | 8°6L | OOT | ** wntoonuUnund spuomopiyD 
UWA PDUOUW0ILY (—) 
eapmny | “O | “O:|. % tay a eo Ie ay” oie Pool toe a Gre) ae 
~1R}00V WIINYSUOG LeOOUO JL ny 


i 


213 Kari REINHARDT: 


Auf den ersten Blick scheint das Verhalten der einzelnen Flagellaten 
regellos zu sein. Beim naheren Vergleich kénnen jedoch im allgemeinen 
5 grundsiitzlich verschiedene physiologische Gruppen erkannt werden: 

1. Arten, welche nur Fettsiuren mit gerader Kohlenstoffanzahl, und 
zwar nur solche bis einschl. Capronsiure, verwerten kénnen: Polytoma 
obtusum, P. majus, P. Pascheri, P.caudatum und Euglena viridis. Bei 
diesen Formen ist Essigsiure und n-Buttersiure eine gleich gute Kohlen- 
stoffquelle (Fo = 100), n-Capronsaure tritt mit F¢ = 60 dagegen zuriick. 

2. Arten, welche Fettsiuren mit gerader und ungerader Kohlenstoff- 
anzahl assimilieren kénnen, von letzteren jedoch nur Valeriansaure: 
Chilomonas oblonga, Ch. longata, Ch. globosa, Polytoma uvella, P. an- 
gustum, P. minus und P. papillatum. n-Buttersaure ist hier mit fg = 110 
etwas besser geeignet als Essigsiure mit F¢ = 100, n-Capronsaure wird 
weniger gut verwertet (fo = 80), Octylsiure (F¢ = 50), Decylsdiure 
(Fo = 20) und Duodecylsiure (F¢ = 30) erméglichen geringere Ver- 
mehrung. n-Valeriansaure schlieBlich, die einzige auswertbare Fettsaure 
mit ungerader Kohlenstoffanzahl, ist mit F¢ = 100 ebenso gut ver- 
wertbar wie Essigsaure. 

3. Arten, welche Fettsiuren mit gerader und ungerader Kohlenstoff- 
anzahl bis Duodecylsiiure ohne Ausnahme verwerten kénnen: Polyto- 
mella agilis, P.caeca und P. globosa. n-Buttersiure ist mit Fo = 120 
der Essigsiure deutlich tiberlegen, alle anderen Siuren liefern mit zu- 
nehmender Kohlenstoffanzahl immer geringer werdende Ertrage. 

4. Arten, die Fettsauren mit gerader Kohlenstoffanzahl und iso-Ver- 
bindungen auswerten kénnen: Polytoma curvatum, P.coniforme und 
P. dorsiventrale. Essigsiure und n-Buttersiure sind mit Fg = 100 die 
besten Kohlenstoffquellen, n-Capronsiure ist mit /’¢ = 80 bereits etwas 
weniger gut, alle anderen Séuren liefern Ertrige mit einem Fo 
zwischen 50 und 30. 

5. Arten, welche Fettsiuren mit gerader und ungerader Kohlenstoff- 
anzahl sowie iso-Fettsiuren verwerten kénnen : Chilomonas paramaecium, 
Ch. coniformis, Polytoma ocellatum, P. tetraoleare, P. cylindraceum, 
Euglena gracilis, EF. gracilis var. robusta, Astasia longa, A. quartana und 
A. Chattoni. n-Buttersiure stellt mit /¢ = 120 die beste C-Quelle dar, 
Kssigsiiure und n-Capronsiiure sind mit #¢ = 100 gleich gut brauchbar, 
Propionsaure, iso-Buttersiure! und Valeriansiure mit Fo = 80 bzw. 70 
treten bereits etwas zuriick, und die iibrigen Fettsiuren liefern héchstens 
50% der mit Essigsiure erzielbaren Ertrage. 

Betrachten wir diese 5 Gruppen niher, so sehen wir deutlich die Unter- 
schiede im Verhalten der einzelnen Flagellaten, die zu den Gruppen 1, 


' Die positiven Literaturangaben iiber die Verwertung von iso-Buttersiure durch 
Polytomella-Arten diirften auf die Verunreinigung des Praparates mit n-Butter- 
siure zuriickzufiihren sein. 
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2,3, 4 und 5 gehoren. Lediglich der Unterschied zwischen Gruppe 2 und 3 
scheint gering, einmal wird nur Valeriansiure von den Sauren mit 
ungerader Kohlenstoffanzahl verwertet, das andere Mal samtliche 
zwischen C, und Cy. Ich trenne diese Gruppen aber absichtlich, weil, wie 
spater gezeigt werden soll, Gruppe 2 keine Alkohole verwerten kann, 
wahrend Gruppe 3 verschiedene Alkohole assimiliert. 

Das Verhalten aller Flagellaten paft mit einer Ausnahme ohne Zwang 
in diese Gruppierung. Lediglich Huglena gracilis vermag iso-Butter- 
saure nicht auszuwerten, obwohl alle anderen Vertreter der Gruppe 5 
dazu imstande sind. Es scheint dies aber kein Grund zu sein, diesen 
Vertreter auszuschlieBen und woméglich als eigene Gruppe zu behan- 
deln. Die obige Gliederung stellt ja nur den ersten Versuch dar, unsere 
Organismen auf Grund ihres experimentell sichergestellten ernahrungs- 
physiologischen Verhaltens in ein System zu bringen. Es ist mir bekannt, 
das dieser Anfang keine endgiiltige Lésung darstellen kann, er soll nur 
den ersten Schritt bilden, um in das bisher scheinbar heterogene Ver- 
halten eine gewisse Ordnung zu bringen. 


IV. Mitteilung. 
Alkohole als Kohlenstoffquelle. 


(Hingegangen am 24. Januar 1944.) 


Hine gewisse Anzahl von Alkoholen kann vom GroBteil der hier unter- 
suchten Flagellaten ‘als Kohlenstoffquelle verwertet werden. Andere 
Alkohole sind nur sehr beschrankt verwertbar, gewisse Flagellaten konnen 
Alkohole tiberhaupt nicht assimilieren. Um eine Ubersicht iiber die 
ernaihrungsphysiologischen Verhaltnisse zu erlangen, soll zunachst in 
aihnlicher Weise, wie dies bei der Besprechung der Ergebnisse mit Mono- 
carbonsdure geschehen ist, eine tabellarische Zusammenstellung der 
erzielten Ertrage bzw. Ertragsfaktoren (f~) gegeben werden (Tab. 2). 

Wenn wir das Verhalten der einzelnen Arten an Hand der bei der 
Besprechung der Monocarbonsiuren (s. III. Mitteilung) getroffenen 
Gruppeneinteilung auch hier vornehmen, so kénnen wir aus Tab. 2 
folgendes ersehen: 

1.Gruppe (Fettsiuren mit gerader Kohlenstoffanzahl werden assi- 
miliert): Die hierher gehérigen Arten kénnen keinen Alkohol als Kohlen- 
stoffquelle verwerten. 

2. Gruppe (Fettsiuren mit gerader und ungerader Kohlenstoffanzahl 
werden assimiliert, letztere nur in beschrinktem Ausmai): Auch die 
hier eingereihten Arten assimilieren keinen Alkohol. 

3. Gruppe (Fettsiuren mit gerader und ungerader Kohlenstoffanzahl 
werden ohne Ausnahme assimiliert) : Alkohole mit gerader K ohlenstoffan- 
zahl werden bisO,verwertet, solche mit ungeraderAnzahl nur in Form vonC;. 
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4.Gruppe (Fettsiuren mit gerader Kohlenstoffanzahl und iso-Fett- 
sauren werden assimiliert): Alkohole mit gerader Kohlenstoffanzahl 
werden bis C, verwertet, ebenso iso-Alkohole. 

5.Gruppe (Fettsiuren mit gerader und ungerader Kohlenstoffanzahl 
sowie iso-Fettsduren werden assimiliert): Simtliche einwertigen primaren 
Alkohole werden verwertet und zwar solche mit gerader Kohlenstoff- 
anzahl bis C,), mit ungerader bis C,, desgleichen auch iso-Alkohole. 

Sekundare Alkohole werden in keinem Fall assimiliert, gleichgiiltig ob 
es sich um geradzahlige oder ungeradzahlige Kohlenstoffketten handelt. 
Primare Alkohole mit ungerader Kohlenstoffanzahl werden nur bis (©, 
verwertet. Hohere iso-Alkohole sind gleichfalls zur Ziichtung ungeeignet, 
desgleichen mehrwertige Alkohole. Die als ungeeignet erkannten, nicht 
in der Tabelle aufgefiihrten Alkohole sind: 


Methanol, Propanol-2, Butanol-2, Methylpropanol-2, 2-Methylbutanol-1, 2-Me- 
thylbutanol-2, 2-Methylbutanol-4, Heptanol-1, Nonanol-1; Athylenglykol, Glyce- 
rin, Erythrit, Arabit, Xylit, Mannit, Sorbit, Dulcit. 


V. Mitteilung. 
Weitere C-Quellen und Zusammenfassung der Kohlenstoffernihrung. 


(Hingegangen am 3. April 1944.) 


Die Ergebnisse sind in der tiblichen Weise in Tab. 3 zusammengestellt. 
Keinerlei Wachstum bei keiner der untersuchten Arten ergab sich mit 
folgendenden, nicht in die Tabelle aufgenommenen C- Quellen: 

Formaldehyd, Acetaldehyd, Aceton. 

Glykolsaure, Apfelsaure, Weinséure, Citronenséiure, Oxalsiure, Malonsiure, 
Bernsteinsaure, Glutarsiure, Pimelinsiure, Korksaiure, Maleinsiure, Fumarsaure. 
Positive Ergebnisse mit Bernsteinsaure erwiesen sich als durch Verunreinigung 
des Praparates mit Essigséure oder Acetat bedingt. 

Kohlenhydrate: Arabinose, Xylose, Dextrose, Mannose, Galaktose, Lavulose, 
Sorbose, Maltose, Cellobiose, Trehalose, Lactose, Melibiose, Saccharose, Raffinose, 


Dextrin, Inulin, Starke. 


Tabelle 3. Ertragsfaktoren (Fc) fiir einige weitere Kohlenstoffquellen. 


Glyzerin- | Dioxy- ? 7 Brenz- 
IUCR aldehyd | aceton Milchsdure | tranbensiure 
Chilomonaden: | | 
Chilomonas paramaecium ........ i 350.4: | 96,1 103,7 98,6 
Lh ACO OL TN Bm rda esha ast rarsysbeerrns 48,0 | 95,6 100,0 98,9 
Gy OulePiGh oats jt 00 00000 0c 0 0 ) 0 
(ODEO BIS oe Bec Oa Ibe God siboig ook a) | 0 0 0 
Gils QIOUOSO aater. gra) ie t= 0 0 0 0 
Polyblepharidineen: 
Polytomella caeca ........0 000s | 0 | — 98,0 0 0 
IPS GID Chee Cooks ooc NN COO OOS EE | 0 | 102,0 0 0 
DP EODOS sha, > elaenend «0 sings iesee » 0 96,8 0 0 
19 
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Tabelle 3. (Fortsetzung.) 


pane ee 


in- i - Brenz- 
Arten mildly Fea Milchsiure | ¢aubensaiure 
ad 
Polytomeen: 
Polytoma obtusum .....++++++-+- 0 0 0 0 
PEAT US aso itiss so aniaclevaye lgiete) apa 0 0 0 | 0 
PE PASCHENY a 0 ere ect ee oxi e 0,3 hues gates 0 @) 0 0) 
PEUDCUE thee ie CTE Tee eae 0 0 0 0 
PHANGUSTUMUNA loataaelad e% alter’ | 0 0 0 0 
PQNiNais-” «pes are Aceteneus Sel 0 0 0 0 
FU ILO OM eC OBE eros ono 0 0 0) | 0 
PS CUS ULDUI aka: o0 ops joven xe atm Reet nG RES 0 101,9 0 0 
De COMMONING va « voretee maateereaes 0 98,4 0 0 
P} dorstventrale . ..c2ct ese sarees | 0 97,1 0 () 
P Locellatunytoadasbh 4 ke avon sesvers }. 51,9")... 99,1 98,7 97.5 
Pi tetraoledre =$ sdad.s divalent << 52,51 * ). (49931 100,0 99,6 
Pr cylindraceum . 25.2. 1010 - aaeneel 49,1 | 98,2 97,7 98,8 
Bugleninen: | 
Huglenaviridts) ©... 26. <s«. eels 0 | 0 0 0 
EOF OCHS eats ss ssi ope grisea t's sl ogtiole 5 ai 94,0 98,9 97,7 99,8 
El. Qrac. Var. TOOUSED 6a. 6 00 ase 57,3. | 104,0 | 95,5 97,5 
Asstisia longduits. «0.1. c eaten ly p48, 6c clieg LOTS 1 = 99.0 95,8 
A® QUATTONG, 062 Se eUcaaskwes| 00,2 7180 306,58 atOOd 99,3 
Mi Ohettons ids .S, ee -areeer | 49,5..| 101,8 97,4 99,8 


Auf Ertrag bei Essigsiure = 100 bezogen. 


Die in den vorangehenden Mitteilungen vorgenommene Gruppierung 
der untersuchten heterotrophen Flagellaten ist in Tab. 4 noch einmal 
qualitativ hinsichtlich der Verwertbarkeit der einzelnen Stoffe wieder- 
gegeben. Wie man sieht, fiihrt sie von der anspruchsvollsten Obtusum- 
Gruppe, die nur Monocarbonsiiuren mit gerader C-Anzahl bis zu C, 
verwertet (ohne die Iso-Form) bis zur anspruchslosesten Ocellatum- 
Gruppe. Alle weiteren Einzelheiten kénnen aus den Tab. 1—3 ent- 
nommen werden. 


Tabelle 4. Hrndhrungsphysiologische Gruppen heterotropher Flagellaten. 


Fettsiiuren mit Alkohole mit 2 g g 
3 H bo 5 bo eI a3 | ae z 
t 2 Sh 3 " — 
Gruppen 2 fs =f Ps. |= Pe 5 a ga | 8 
Ps as ong rat asa og oO BS 53 Pe 
& ee) aS a PR “A = a a | bal 
1. te s| 2 3 | oO = 
C-Anzahl C-Anzahl $ = 
Obtusum-Gruppe .. + 
Uvella-Gruppe + “ile 
Agilis-Gruppe .... | + | + | —] + | +] — | — | aoe Ps 
Curvatum-Gruppe . + }|— |+ a a 
Ocellatum-Gruppe . | + + + + ae a8 a a8 ofa at 


I. Obtusum-Gruppe. Leitform: Polytoma obtusum. Dazu gehéren: Polytoma 
obtusum, P. majus, P. Pascheri, P. caudatum, Euglena viridis. 
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II. Uvella-Gruppe. Leitform: Polytoma wvella. Dazu gehéren: Polytoma uvella, 
P.angustum, P. minus, P. papillatum, Chilomonas oblonga, Ch. longata, Ch. globosa. 


III. Agilis-Gruppe. Leitform: Polytomella agilis. Dazu gehoren: die drei 
Polyblepharidineen Polytomella agilis, P. caeca, P. globosa. 


IV. Curvatum-Gruppe. Leitform: Polytoma curvatum. Dazu gehoren: Polytoma 
curvatum, P.coniforme, P. dorsiventrale. 


V. Ocellatum-Gruppe. Leitform: Polytoma ocellatum. Dazu gehoren: P. ocellatum, 
P. tetraoleare, P.cylindraceum, Euglena gracilis, EB. gracilis var. robusta, Astasia 
longa, A. quartana, A. Chattoni. 


VI. Mitteilung. 


Das ernihrungsphysiologische Verhalten verschiedener Stimme 
der gleichen Art. 


(Hingegangen am 26. Mai 1944.) 


AuBer den jeweiligen Normalstéimmen, deren Verhalten in den voran- 
gehenden Mitteilungen geschildert ist, wurden von einigen Arten noch 
weitere Stémme aus der Natur isoliert, an denen die Eignung einer 
Reihe von Kohlenstoffquellen gepriift wurde. Es handelte sich um 
Chilomonas oblonga (3 weitere Stémme), Polytoma caeca (3), Polytoma 
uvella (5), Polytoma ocellatum (4) und Astasia longa (3). 

Es ergab sich dabei, daB innerhalb der gleichen Art in keinem Fall 
Verschiedenheiten ernahrungsphysiologischer Art auftreten. Meine Be- 
funde stimmen mit den Ergebnissen von PROVASOLI tiberein, anders- 
lautende Angaben von PRINGSHEIM sind wohl nur so zu deuten, daB zur 
Beimpfung seiner Versuche Stiémme verschiedener Artzugehorigkeit ver- 
wendet wurden, wobei die im Normalzustand vorhandenen, oft nur ge- 
ringen morphologischen Verschiedenheiten durch leichte Degeneration 
nicht mehr feststellbar waren. PRINGSHEIM muBte so zur Uberzeugung 
gelangen, mit Stammen der gleichen Art zu arbeiten. Wie bereits in 
einer friiheren Mitteilung (ONDRATSCHEK, 1941d) ausfiihrlich gezeigt 
werden konnte, sind Chilomonas oblonga und Ch. paramaecitum nur im 
Normalzustand zu unterscheiden, auch geringfiigige Degeneration ver- 
wischt die morphologischen Unterschiede, so daB eine Trennung der 
beiden Arten nicht mehr vorgenommen werden kann. Etwas Ahnliches 
gilt auch fiir Polytoma ocellatum und P. obtusum. Es kann daher mit Recht 
vermutet werden, daB die in den Versuchen von PRINGSHEIM vom Nor- 
malstamm abweichenden Klone den eben genannten zweiten Arten an- 
gehéren, wofiir schlieBlich auch das ernéhrungsphysiologische Verhalten 
sprechen wiirde. 

Neben Chilomonas oblonga, Polytoma ocellatum und Polytoma uvella 
wurden hier auch Polytomella caeca und Astasia longa untersucht. Auch 
fiir diese beiden Arten gilt das eben Ausgefiihrte. Es steht somit fest, 

Hohe 
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daB einstweilen fiir keine Flagellaten-Art das Vorhandensein morpho- 
logisch gleicher, jedoch physiologisch verschiedener Stamme nachge- 
wiesen ist. Die Méglichkeit soll damit jedoch nicht angezweifelt werden. 


VII. Mitteilung. 
Experimentelle Untersuchungen iiber die Stickstoffernahrung. 


(Hingegangen am 26. Mai 1944.) 


Fiir alle untersuchten Arten erwiesen sich als gute Stickstoffquelle: Glykokoll, 
Alanin, Serin, «-Aminobuttersaure, Ornithin, Valin, Lysin, Leucin, Isoleucin, 
Asparaginsaure, Glutaminsiure, Asparagin, Glutamin. VerhaltnismaBig schwache 
Vermehrung erméglichten Histidin, Arginin, Phenylalanin und Tryptophan. Ganz- 
lich ungeeignet waren Betain, Sarkosin, Prolin und Oxyprolin. Von Peptiden 
waren Glycil-Glycin und Glycil-Leucin gut geeignet, etwas weniger Alanyl-Glycin 
und Leucil-Glycil-Glycin. Ungeeignet waren Methylamin, Athylamin und Propyl- 
amin, ferner Kreatin und Kreatinin. Auch Aneurin vermégen heterotrophe Flagel- 
laten nicht als Stickstoffquelle zu verwerten, obwohl es sich um einen fiir sie lebens- 
wichtigen Wirkstoff handelt. 

ZusammengefaBt kann festgestellt werden, daB die Eignung einer 
organischen Verbindung als Stickstoffquelle fiir heterotrophe Flagellaten 
nicht von ihrem strukturellen Gesamtaufbau abhangt, sondern nur von 
der Art des Stickstoffeinbaus. Das Vorhandensein einer leicht abspalt- 
baren Aminogruppe ist entscheidend, belanglos ist jedoch die tibrige 
Konfiguration des Grundmolekils. Wichtig ist ferner, da in der Amino- 
gruppe keine Substitution stattgefunden hat. Irgendwelche Parallelen 
in der Auswertbarkeit von Mono- oder Dicarbonsiiuren und den ent- 
sprechenden Aminosauren sind nicht gegeben. 

In einigen Versuchen wurde ferner festgestellt, daB keine der unter- 
suchten Aminosaiuren imstande ist, neben dem N- auch den C-Bedarf 
der Flagellaten zu bestreiten. In keinem Fall ist es méglich, mit einer 
Aminosaure allein Vermehrung zu erzielen, eine gesonderte Kohlenstoff- 
quelle ist stets unentbehrlich. 

Zur Methodik sei noch bemerkt, daB die Nihrlésungen fiir die be- 
sprochenen Versuche wegen der mitunter geringen Hitzeresistenz der 


Aminosaéuren nicht im Autoklaven sterilisiert werden konnten, sondern 


mittels Filtration durch eine ,,Filtrationsglocke fiir Bakterienfiltrationen“ 
(Scnorr Nr. 4116) entkeimt wurden. 


VIII. Mitteilung. 
Kinige biochemische Feststellungen. 
(Hingegangen am 26. Mai 1944.) 


1. Acetatverbrauch und Trockensubstanzbildung. 


Der zeitliche Verlauf der Trockensubstanzbildung (jeweils mg Kohlen. 
stoff) erfolgte bei Polytoma agilis folgendermafen (Tab. 5): 
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Tabelle 5. Trockensubstanzbildung und Acetatverbrauch bei Polytoma agilis. 


2 + 6 SELON 12 e416 Wy 1820 22" 24 


Trockensubstanz 

mags CLEA fe 0,46) 1,74| 4,07| 6,15) 7,63] 8,14) 8,52) 8,60) 8,60] 8,64) 8,60] 8,64 
Acetatverbrauch | 

TeaVeN OMS ele ste eet 2,5 | 6,6 | 11,6! 15,4) 17,8) 19,8] 20,4) 21,2] 21,9] 22,6] 23,2] 23,6 


Nach 12 Tagen waren also Trockensubstanzbildung und Acetatver- 
brauch beendet; nur der Acetatverbrauch stieg noch ganz langsam an. 
Am 12. Tage war fast der halbe Gewichtsanteil an C des verbrauchten 
Acetats zum Aufbau der Trockensubstanz verwendet. 


2. Der Kohlenstoffgehalt der Trockensubstanz. 


Fir die vergleichenden Versuche wurde stets der Kohlenstoffgehalt als 
Grundlage genommen. Es wurde daher durch nasse Verbrennung der 
Kohlenstoffgehalt der Trockensubstanz bei einigen der untersuchten 
Formen bestimmt, wobei sich ergab: Chilomonas paramaecium 43,8%, 
Polytomella agilis 42,4°%,, Polytoma uvella 42,5°%, Astasia longa 47,4%. 


3. Untersuchung des Essigsiureabbaus. 


In Nahrlosung mit Essigsiure als Kohlenstoffquelle, dazu die not- 
wendigen Mineralsalze und Wirkstoffe, wurde fiir Polytoma agilis die Bil- 
dung von Bernsteinsaure festgestellt; die Priifung auf Fumarséure und 
Apfelsdure verlief negativ. Die Bernsteinsiure wurde als Bleisalz isoliert, 
ferner wurde der: p-Bromphenacylester hergestellt und durch den 
Schmelzpunkt identifiziert. Der Abbau der Essigsaure erfolgt somit tiber 
die Bernsteinsaure. 


4. Beeinflussung der Bernsteinsdiurebildung durch 
verschiedene Versuchsbedingungen. 


Die Menge der in 250 cm’ Nahrlosung gebildeten Bernsteinsaure betrug 
nach 6 Tagen 5,73, nach 12 Tagen 6,17 mg (jeweils Mittel aus 3 Bestim- 
mungen). Sie ist also recht gering und zu verschiedenen Wachstums- 
zeiten ungefihr gleich. Bei Impfung mit groBer Zellmasse (am 12. Tage 
abzentrifugierte Kultur als Impfmaterial) ergab sich nur eine geringe 
Zunahme der Bernsteinsaure: 7,03 mg nach 6 tagiger, 7,80 nach 12 tagiger 
Kultur. Auch hier war also die Menge zu verschiedenen Wachstums- 
zeiten annihernd gleich. 

Es wurde weiter versucht, die Bernsteinsiure durch Zusatz von kohlen- 
saurem Kalk anzureichern; dieser Zusatz konnte jedoch nicht von Anfang 
an erfolgen, da die Flagellaten dann nicht wuchsen. Er erfolgte deshalb 
(5 g je 250 cm? Nahrlésung) am 5. Kulturtage. Die Ausbeute betrug (vom 
Zusatz an gerechnet) nach 1 Tag 8,47, nach 6 Tagen 9,47 und nach 
24 Tagen 10,33 mg Bernsteinsiure. Eine wesentlich groBere Anreiche- 
rung wurde erzielt, wenn der kohlensaure Kalk von vornherein gegeben, 
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aber mit einer groBen, eigens dazu herangeztichteten Zellmasse geimpft © 
wurde, Dabei trat keine weitere Vermehrung ein, wohl aber Abbau der — 
Essigsiure. Es ergab sich nach 6 Tagen 22,87, nach 12 Tagen 28,37, nach 
24 Tagen 31,27 mg Bernsteinsiure, jeweils fiir 250 cm? Nahrlosung. 


5. Versuchsweise Aufstellung einer Kohlenstoffbilanz. 
Tabelle 6. Kohlenstoffbilanz bei Polytomella agilis. 


(Zahlenangabe in mg C). 


Versuchsbedingungen : / hank Anderweitig 

zac | Restliche Toeken- | Bernstein- | abgebaut 
Zewogene as Essigsiure sougenaar siure oder 

CaCO, Versuchstag Essigsiure | zunahme |. -veratmet 

| | 

ohne 12 50 c= 30,2 et 85st Oe. Reel Ord 
mit* 6 50.) 228135, 000 S100 + 3.6 4+ 11,4 
12 50. (=. ..28,6, +a. 0 + 45 + 16,9 
24 5O v= . 20,25 a O + 5,1. +. 24,7 


* und Einsaat eines dichten Zellgemisches. 


Das Ergebnis findet sich in Tab. 6. Die erste Reihe zeigt den ,,Normal- 
versuch“ ohne kohlensauren Kalk, der den Zahlen der Tab. 5 entspricht. 
Im zweiten Versuch, mit kohlensaurem Kalk und dichter Aussaat, erfolgte 
keine Trockensubstanzbildung, stirkere Erzeugung von Bernsteinsaéure 
und zunehmender Abbau der Essigsiure, wobei jedoch nicht entschieden 
werden kann, ob diese ganz zu Kohlensiure veratmet oder teilweise noch 
anders abgebaut wurde. 

Auch fiir Polytoma uvella, Chilomonas oblonga und Astasia longa wurde 
Bernsteinsiure als Zwischenprodukt des Essigsiure-Abbaus festgestellt ; 
der iibliche Weg dieses Abbaus diirfte also bei den heterotrophen Flagellaten 
allgemein tiber die Bernsteinsiure verlaufen. 
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Zur Physiologie der Sulfatreduktion. 
(Zur Kenntnis der hiologischen Sulfatreduktion. II.*) 


Von 
A. BAUMANN und Y. DENK. 


(Hingegangen am 17. Mérz 1944.) 


1. 


Der Wunsch nach Klarung einiger physiologischer Fragen machte es 
erforderlich, Reinkulturen von Sporovibrio desulfuricans (Beij.) nov. 
comb. Starkey zu gewinnen, da die bereits seinerzeit von anderen 
Untersuchern! gewonnenen Reinkulturen bzw. Originalstimme nicht 
verfiigbar waren. Verschiedene Fragen ergaben sich besonders im Hin- 
blick auf die letzte experimentelle Arbeit iiber die biologische Sulfat- 
reduktion des Zweitgenannten von uns (CzuRDA 1940), in der der Ablauf 
der Reduktion — auch bei andauernder Kultur — in Nahrlésungen, die 
vollkommen frei von H, und organischen Stoffen sind, geschildert wird. 
Urheber dieses Phanomens ist ein 6kologisch ungemein interessantes, 
binéres Organismengemisch, das aus einer Biocoenose der Chromatium 
Weissei- und der Beggiatoa arachnoidea-Gesellschaft des Lunzer Obersees 
stammt. 

Ein Uberblick iiber die in der Literatur beschriebenen Isolierungs- 
methoden lenkte die Wahl auf das von vAN DELDEN (1904) angewandte 
und von Baars (1930) planmaBig ausgebaute Verfahren der Eliminierung 
der aeroben, fakultativ-anaeroben Begleitorganismen durch Zusatz von 
Sulfit oder Schwefelwasserstoffwasser, wodurch der vorhandene Sauer- 
stoff gleich zu Versuchsbeginn gebunden wird. Die Anwendung dieser 
Methode fiihrte im vorliegenden Falle aber keineswegs so rasch und 
reibungslos zum Ziel, wie angenommen werden durfte; die auftretenden 
Schwierigkeiten machten es vielmehr notwendig, sogar die Voraus- 
setzungen zur Erlangung von Reinkulturen neuerlich nachzupriifen und 
die dariiber hinaus auftretenden Fragen von theoretischem Interesse 


* Die hier behandelten experimentellen Befunde wurden von der Erstgenannten 
in der Dissertation Prag 1943 (D 42) mitgeteilt. — Die Arbeit war in Band 18, 
Heft 5, S. 449 ff. dieser Zeitschrift gedruckt worden; das fertige Heft ging durch 
Kriegseinwirkung verloren. Der Bearbeiter (V. Denk) fiel den Nachkriegswirren in 
Prag zum Opfer. Die Herausgeber halten es fiir ihre Pflicht, die Ergebnisse der 
Arbeit der Offentlichkeit zuganglich zu machen. Aus der Originalarbeit wurden 
einige unwesentliche Einzelheiten fortgelassen, die vorliegende Bearbeitung wurde 
von A. RippE. besorgt. 

1 Baars 1930, SrarKEY 1938 (siche dazu die ausfiihrlichen referierenden 
Darstellungen von BavenpDAMM 1936, BunKER 1936 und WEINBERG 1937). 
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nach Méglichkeit zu beantworten. Die aufgetretenen Schwierigkeiten — 
veranlaBten auch, nochmals auf eine genaue Beschreibung der angewen- 
deten Methoden der Anreicherung und Isolierung und des Verhaltens der 
gewonnenen Reinkulturen einzugehen; die bei diesen Untersuchungen 
gemachten Beobachtungen fiihren hinsichtlich der Physiologie der — 
Sulfatreduzierer, die von der Chemie des Garungsprozesses nicht ein- 
deutig genug getrennt erscheint, zu iiberraschenden, wenn auch noch 
nicht vollig erklarbaren Ergebnissen. 

Der Chemismus der Sulfatreduktion erscheint durch die Versuche von 
Baars (1930) als stufenweise Dehydrierung der organischen Substanz 
und ebensolche gleichzeitige Hydrierung der H,-Akzeptoren nach der 
WieLANDschen bzw. Kituyver-Donkerschen Theorie befriedigend er- 
klirt. Die Physiologie bzw. Okologie dieser Organismen ist jedoch noch 
wenig bekannt. Die mit den verschiedenen C-Verbindungen als H,-Dona- 
toren und Energiequellen angestellten Bilanzversuche sichern immer 
wieder nur die Theorien des chemischen Verlaufs der Sulfatreduktion; 
allerdings haben sie fiir den Physiologen als Methode der Identifizierung 
des verwendeten Keimmaterials eine gréBere Bedeutung als die von 
Baars auf morphologische Merkmale, sowie auf die Empfindlichkeit gegen 
Temperatur und Salzkonzentration allein gegriindeten Artabgrenzungen. 

Mit den Stémmen, deren Isolierung zu beschreiben sein wird und die 
in ihrer Stellung zu den verschiedensten H,-Donatoren gepriift und 
danach mit den in der Literatur bekannten Sporovibrio des.-Stammen 
verglichen worden sind, wurden im weiteren Gang der Arbeit quantitativ 
ausgewertete Versuche angestellt, deren Ergebnisse zur Klarung der 
Physiologie der sulfatreduzierenden Bakterien beitragen sollen. 


II. Allgemeines zur Methodik. 
a) Ndhrlésungen und ihre Bedeutung. 
Orientierungsversuche ergaben, daB durch eine gegeniiber der BAARS- 


schen modifizierten Naihrlésung gréBenordnungsmiBig dieselben Ergeb- 
nisse erzielt werden. 


Diese modifizierte Nihrlésung zur Anreicherung der Sulfatreduzierer und zur 
Weiterfiihrung der Reinkulturen hatte folgende Zusammensetzung: Dest. H,O; 
K,HPO, 0,05% ; NH,CL0,10% ; MgSO, 0,25% ; Na-Lactat 0,35% ; Moursches Salz 
0,001%. Der py-Wert wurde stets auf 7,1 eingestellt. Das Gesamtsulfat von 981 mg 
80,//L entspricht 348 mg H,S/L. Die originale Baarssche Lisung enthalt auGer- 
dem CaSO,; die geringe Léslichkeit dieser Verbindung macht aber die Nahrlésung 
inhomogen, weshalb schon Srarkny es durch Na,SO, + CaCl, ersetzte, wahr- 
scheinlich um gleichzeitig auch eine hinsichtlich der Kationen balanzierte Lésung 
zu erlangen. Auch eine lediglich aus MgSO, 0,2%, Na-Lactat 0.35%, Monrsches 
Salz 0,001% bestehende Nihrlésung ergab noch quantitativen Sulfatabbau. Na-, 
K-, Mg- und Ca-Sulfate wurden gleich abgebaut. 

Als feste Nahrbéden wurden verwendet: 1. Die genannte modifizierte BAARssche 
Lésung + 1,5% Agar-Agar, 2. ein Pepton-Dextrose-Nahrboden nach STaRKEY: 
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Glykose 1% ; Pepton 0,5% ; Na,SO, 0,15% ; Moursches Salz 0,001% ; Agar-Agar 
1,5%. Das Gesamtsulfat von 452 mg SO/’/L entspricht 158 mg H,S/L. 


Die Priifung auf Anwesenheit von aeroben, fakultativ-anaeroben! Begleit- 
organismen geschah durch Ausstrich auf dem gebrauchlichen Bakterienagar: 
Fleischbriihe 50,00% ; Pepton 0,5% ; NaCl 0,1%. 


Der Zusatz von Eisen in Form von Mourschem Salz wurde vor dem Sterilisieren 
der Lésungen vorgenommen, ohne da Miferfolge in den Kulturen darauf zuriick- 
zufiihren gewesen waren. 


Die Bedeutung des Fe’ als reduzierendes Prinzip wurde von Exton (1925) 
erortert; derselbe Autor berichtet iiber die Schwierigkeiten des Eisenzusatzes, die 
von Baars schlieBlich durch Zufiigen eines in der Bunsenflamme sterilisierten 
Krystallchens von Monrschem Salz behoben wurden; dieser hat auch in einigen 
seiner Versuche den Fe-Zusatz vollkommen weggelassen, da er aus seinen Unter- 
suchungen schlieBen konnte, daB das Eisen lediglich als Indikator der H,S- Bildung 
dient. 

Die Wirkung des Eisens auf die Sulfatreduktion als unentbehrlicher 
Spurenstoff konnte wegen der praktisch fast undurchfiihrbaren Zube- 
reitung einer absolut Fe-freien Nahrlosung nicht dargetan werden. 


Die Arbeiten von UTERMOHLEN und Grorer (1941) werfen ein neues Licht: auf 
das Zustandekommen der Hisensulfidfallung; bei spateren Erfahrungen mit Kolo- 
nien von Sulfatreduzierern mit und ohne Ausbildung eines FeS-Fallungshofes 
werden diese Anschauungen zu beriicksichtigen sein. 

Samtliche Versuchslo6sungen dieser Arbeit wurden im Hinblick auf 
die Sicherung der Reproduzierbarkeit ihrer Ergebnisse mit destilliertem 
Wasser zubereitet ; obwohl von einigen Autoren (BEIJERINCK 1895, ELION 
1925, Gaunt und ANDERSSON, 1928) das Ausbleiben der Sulfatreduktion 
mit der Verwendung von destilliertem Wasser begriindet wurde, zeigten 
eigene Versuche, daB es gelingt, die Organismen auch in Lésungen mit 
destilliertem Wasser zur Vermehrung und Sulfatreduktion zu bringen. 


b) Kulturanordnung: Gefape, Gasraum, Anreicherung der Organismen, 
Isolierungsverfahren, Priifung auf Reinheit der gewonnenen Kulturen. 


Zur Anreicherung von Sporovibrio des. wurden Stépselflaschen mit der 
Lactat-Mineralsalzlésung drei Viertel gefiillt, sterilisiert und mit einer 
Ose des gewiinschten Keimgemisches beimpft, aufgefiillt und ver- 
schlossen. Hatte die Probe Keime von Sulfatreduzierern enthalten, trat 
nach 1—2 Tagen H,S-Bildung ein, sichtbar an denkreisrunden schwarzen 
Flecken, die sich in dem Eisenphosphatsediment am Boden des Flasch- 
chens abzeichneten. Nach weiteren 24 Std war der gesamte Bodenkorper 
in FeS umgewandelt. Von jeder Schlammprobe war eine Anzahl Flasch- 
chen in gleicher Weise beimpft worden, in welchen nach 7 Tagen der 
Schwefelwasserstoff bestimmt wurde. Das Keimgemisch, das die kraf- 
tigste Garung zeigte, wurde zur Trennung der Sulfatreduzierer von den 


1—m weiteren sollen diese Organismen abgekiirzt als fakultativ-anaerob be- 
zeichnet werden. 
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Begleitorganismen in weitere Kultur genommen. Die Weiterfiihrung des | 
Keimgemisches wurde folgendermafen vorgenommen: 


Zunichst in Reagenzrohrchen, die in AnaerobengefaBen der Firma Schott u. Gen. 
untergebracht waren. Die GefaBe wurden zum Zwecke der Untersuchung des Ein- — 
flusses der Gaszusammensetzung a) nur evakuiert (PFEIFFER-Pumpe), b) evakuiert 
und mit einer berechneten Menge einer alkalischen Pyrogallol-Lésung beschickt, 
c) nach dem Auspumpen mit 100 bis 200 mg Hg Wasserstoff, der dem Kipp ent- — 
nommen wurde, gefiillt, d) mit einer aus Na,S und HCl in den GefaSen entwickelten 
berechneten Menge H,S gefiillt. 

Die Weiterfiihrung erfolgte in Stépselflaschen, wie es bereits fiir die Anreiche- 
rungskulturen beschrieben worden ist. Jedes Keimgemisch wurde wéchentlich in 
je drei Flaschen mit und gleichzeitig in je drei Flaschen ohne Zusatz von H,S8- 
Wasser (100mg H,S pro Liter Nahrlésung) eingeimpft und der Garverlauf in 
beiden Reihen quantitativ verfolgt. 

Den in andauernder Kultur befindlichen Organismengemischen wurde das Impf: 
material fiir die fast in jeder Kulturfolge angestellten Isolierungsversuche entnommen. 

Die aus diesen Versuchen gewonnenen Staémme wurden wie von anderer Seite 
auch hier in Glasstépselflaschen weitergefiihrt; gleichzeitig wurden aber fiir die 
Stammerhaltung Réhrchen-Lésungskulturen und Stichkanalkulturen angelegt, 
da die Stépselflaschen keine absolute Asepsis gewahren. Es scheint, daB eine durch 
Temperaturschwankungen verursachte Saugung die am Flaschenrand aufgefallenen 
Keime ins Innere gelangen laBt. 

Zur Isolierung wurden das Kocusche PlattenguBverfahren, der Ausstrich und 
der HochschichtguB benutzt. Das Burrische Tuschtr6pfchenverfahren hat im vor- 
liegenden Fall nicht zum Erfolg gefiihrt (s. dariiber S. 296), ebensowenig die An- 
wendung des Réhrchen-Hochschichtgusses, da in allen Réhrchen, die geeignete Redu- 
ziererkolonien enthielten, Begleitorganismen zwischenAgarschicht und Glas auftraten. 


Da die exaktesten Vereinzelungsverfahren, naimlich das Burrische 
Trépfchenverfahren und das gleichfalls versuchte Zehntelungsverfahren, 
nicht zur Gewinnung von Reinkulturen gefiihrt hatten, blieb nur das 
Plattengufiverfahren mit seinen Nachteilen iibrig. Abanderungen der iib- 


lichen Handhabung werden bei den einzelnen Versuchen besprochen 
werden. 


Der Nachweis der Reinheit der Kulturen wurde durch den kulturellen Nachweis 
des Fehlens von fakultativ-anaeroben Begleitorganismen und durch den mikro- 
skopischen Nachweis des Fehlens von anders geformten Zellen als erbracht an- 
gesehen. Um das Fehlen der fakultativ-anaeroben zu erkennen, wurde ein Tropfen 
der Zellensuspension in Bakteriennihragar eingeimpft oder auf diesen ausgestrichen ; 
als Kriterium galt das Ausbleiben einer Kolonieentwicklung bei mikroskopischer 
Untersuchung der Platten nach 7 Tagen. Es besteht allerdings noch die Méglich- 
keit, daf’ in den Anreicherungskulturen anaerobe Begleitorganismen von Vibrio- 
baw. Spirillum-Form mitgeziichtet worden sein kénnten, die ja einer biologischen 


und mikroskopischen Reinheitspriifung nach obiger Art entgehen (siehe auch 
Abschnitt IIIc, 8. 301). 


c) Chemische Bestimmungsverfahren}. 


Schwefelwasserstoffbestimmung: 10cm*® der Versuchslésung wurden in der 
bekannten Weise in 5 cm* n/10 Jodlésung, die mit 2cm* verd. HCl abgesiuert 


 Simtlich aus F. P. TReapwett, Analyt. Chemie IT. Leipzig 1927. 
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worden war, abpipettiert; das nicht durch H,S gebundene Jod wurde mit n/10 
Na,$,0, zuriicktitriert. Der Fehler dieser Methode betragt + 0,6%. AuBerdem 
wurde die Bestimmung des Schwefelwasserstoffs durch Destillation im Stickstoff- 
strom vorgenommen; der freigemachte H,S wurde in drei schmale Absorptions- | 
gefaBe, beschickt mit n/10 Jodlisung, eingeleitet; die Riicktitration mit n/10 
Na,S,0, erfolgte wie iiblich (Fehler + 0,5%). 

Sulfatbestimmung: 1. Das Sulfat wurde in der iiblichen Weise mit BaCl, gefallt 
und als BaSO, ausgewogen. 2. Das Sulfat wurde auBerdem nach Rascuta als 
Benzidinsulfat durch Fallung mit Benzidinchlorhydrat bestimmt. Der Fehler der 
Methode betragt + 0,3%.. 

Ammonbestimmung: Die Versuchslésung wurde mit 30% iger N. aQH-Loésung ver- 
setzt, erwarmt und das entwickelte Ammoniak mit Wasserdampf in n/10 HCl 
eingeleitet. Die nicht verbrauchte Salzsiure wurde mit n/10 NaOH zuriicktitriert ; 
als Indikator diente eine Mischung von Methylrot und Methylblau (nach Tasutro). 


Ill. Eigene Beobachtungen. 
a) Isolierung und Identifizierung der Stémme. 
Das Ausgangsmaterial. 


Bei Beginn der Arbeit stand das im weiteren als Keimgemisch 1 
bezeichnete Organismengemisch zur Verfiigung, das aus den Unter- 
suchungen des Zweitgenannten (CzuRDA! 1940) stammt; ferner wurden 
Kulturen eines unrein gewordenen STaRKEyschen, thermisch-mesophilen 
Originalstammes? tibernommen, der zunadchst als Keimgemisch 2 und 
nach der neuerlich erfolgten Isolierung als Stamm 2 bezeichnet wurde. 
Stamme 3 und 4 wurden aus verschiedenen Freilandschlammproben 
durch Beimpfen der Lactat-Mineralsalzlosung mit etwas reduziertem 
Schlamm angereichert (Keimgemische 3 und 4) und abgetrennt. 


TsolierungsmaBnahmen. 


Die Miihen der Trennung der Reduzierervibrionen* von den fakultativen 
Anaerobiern sind seit den ersten Untersuchungen (BEIJERINCK 1895, vaN DELDEN 
1904, Gostines 1904, Rank 1907, Kupsis 1928, Baars 1930) bekannt und ein- 
gehend beschrieben worden. 

Hinsichtlich der Einreihung der Sulfatreduzierer in die Gattung Vibrio (baw. 
Microspira) oder Gattung Spirillum, die bisher verschieden vorgenommen wurde, 
vergleiche die Ausfiihrungen auf 8. 299. 

Die scheinbar unlosliche Vergesellschaftung der Sulfatreduzierer mit den Begleit- 
organismen, hauptsachlich Vertretern der Coligruppe, auch mit gewissen Micro- 
coccus-Arten, fiihrte seinerzeit AYERS und JoHNnson (1924) sogar zu der Annahme, 
daB diese Coliarten ebenfalls zur Sulfatreduktion befahigt waren. 

Bei der Reinziichtung von Sporovibrio des. ging Baars als der letzte Bearbeiter 
folgendermaBen vor: Zu Beginn jeder Uberimpfung wurden die Reduziererroh- 


1 Friihere Veréffentlichungen von V. DEnx erfolgten unter diesem Namen. 
2 Diesen Stamm danken wir der Freundlichkeit des Herrn Prof. Kuuyver, Delft, 


der ihn 1938 zur Verfiigung gestellt hat. 
3 Fiir die gewissenhafte Ausfiihrung eines Teiles der Bestimmungen danken wir 


den Herren Ing. A. Crgnar und B. PRoKESCH. 
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kulturen mit 5 cm? n/10 H,S-Wasser pro 60 cm’ Nahrlosung versetzt. Nach seinen 
quantitativen Keimzahlbestimmungen an den fakultativen Anaerobiern wurden 
diese durch den H,S-Zusatz allmahlich so zuriickgedrangt, daB in der 5. oder 
6. Kulturfolge keine aerob entwicklungsfahigen Keime weder mikroskopisch als 
Stabchen noch als Kolonien nach Ausstrich auf aerob gehaltenen Bakterien-Nahr- 
agar-Platten nachweisbar waren. 

In allen referierenden Darstellungen des Schrifttums (BAVENDAMM 1936, Bun- 
KER 1936, WEINBERG 1937) wird die Baarssche Methode als das endlich gefundene 
verlaBliche Reinzuchtverfahren dargestellt. Es hat jedoch schon STaRKEy 1938, 
der es als erster nach BAARS.anzuwenden versucht hat, keinen Erfolg damit gehabt; 
er erwahnt allerdings nur, daB er wegen der Langwierigkeit dieser Arbeitsweise — 
die Sulfatreduzierer hatten sich in Kulturlésungen mit H,S-Wasserzusatz nur 
auBerst langsam entwickelt — zu Isolierungen aus Ausstrichen auf Pepton-Glucose- 
Agar iibergegangen sei. Auch vor Baars wurde die Beobachtung gemacht, daB 
H,S- bzw. Sulfitzusatz nicht zum Ziele fiihrt; so konnte Gostines 1904 trotz 
Anwendung dieser Methode iiberhaupt keine Reinkulturen erlangen. 

Im Hinblick auf die eben erwaihnten Beobachtungen von Baars 
wurden von uns die Organismengemische 1, 2, 3 und 4 in gleichzeitig 
durchgefiihrten Reihen mit und ohne Zusatz von H,S-Wasser? regel- 
maBig alle 7 Tage iiberimpft und die Anwesenheit von fakultativen 
Anaerobiern mikroskopisch und durch Ausstrich auf Bakterien-Nahr- 
agar kontrolliert. Ein Teil der dabei gesammelten Erfahrungen muB 
im folgenden ausfiihrlicher geschildert werden, weil nur so gezeigt wer- 
den kann, daB bei der Okologie der Sulfatreduzierer noch vordringliche 
Probleme zu lésen sind. 

Obwohl die aeroben Ausstriche in beiden Versuchsreihen durch rund 
30 Kulturfolgen keine Zuriickdrangung der Begleitbakterien erkennen 
lieBen, und sich die Erfahrungen von Baars mit H,S-Wasserzusatz fiir 
die Keimgemische 1, 2 und 3 nicht bestiatigen lieBen, wurden dennoch 
beide Versuchsreihen mit und ohne Zusatz von H,S-Wasser in der 
gleichen Weise standig fortgefiihrt, um vielleicht bei der fortgesetzten 
Kontrolle die Ursachen dieses verschiedenen Verhaltens der verwendeten 
Biocoenosen kennenzulernen. Die eigenen Ergebnisse der fortgesetzten 
Anreicherungskulturen und der aus ihnen angelegten eigenen PlattenguB- 
versuche lassen sich folgendermafen zusammenfassen : 

Aus Suspensionen der Anreicherungskulturen der Keimgemische 1, 2, 
3 und 4 wurde in zahlreichen Plattengiissen, Hochschichtkulturen und 
Ausstrichen versucht, reine Kolonien zu erhalten. Die zur Vereinzelung 
verwendeten Keimgemische zeigten ein gutes Garvermégen (Tab. la 
und 1b) und erwiesen sich bei der mikroskopischen Untersuchung vor- 
wiegend aus Vibrionen zusammengesetzt, so daB die Voraussetzung fiir 


1 Der erforderliche Schwefelwasserstoff wurde aus FeS und technischer HCl 
entwickelt, in dest. H,O gewaschen und in einen Kolben mit sterilem dest. H,O 
bis zur Konstanz des H,S-Gehalts (3,200 mg/L) eingeleitet. Stindige kulturelle 
Kontrollen mit Bakteriennahrboden erwiesen die vollkommene Sterilitit des so 
vorbereiteten H,S-Wassers. 
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die erforderliche Gewinnung ausreichend isoliert liegender und reiner 
Reduziererkolonien wenigstens in den héheren Verdiinnungsstufen hatte 
gegeben sein sollen. 

Ohne Beziehung auf die Art der Vorkultur (mit oder ohne Zusatz von 
H,S-Wasser) und ihre Dauer traten in allen angelegten PlattenguB- 
verdiinnungsreihen auffallenderweise nur wenige Kolonien mit FeS- 
Fallungshofen und diese meist nur in den ersten zwei Verdiinnungsstufen 
auf. Die von FeS-Niederschligen umgebenen wenigen Kolonien waren 
in charakteristischer Weise von einer groBen Zahl von kleinen, helleren, 
glanzenden, linsenformigen Kolonien umgeben, deren GréBe und Zahl 
mit dem Abstand von den hofbildenden Kolonien so abnahm, da8 das 
Substrat in einer Entfernung von 3—4 mm von diesen Kolonien eine 
Entwicklung der zweifellos auch iiber diesen Abstand hinaus in gleicher 
Dichte eingesiten Keime nicht mehr erkennen lieB1. Unter diesen kleinen, 
linsenfoérmigen, FeS-hoffreien Kolonien fanden sich kleine, ebenfalls 
hoflose, jedoch kérnig strukturierte Kolonien mehr oder weniger stark 
vertreten, die deutlich erkennbar durch die FeS-fallenden Kolonien an- 
-scheinend eine ahnliche Entwicklungsforderung erfahren haben. In den 
hohen Verdiinnungsstufen fehlten die gréBeren, hofbildenden Kolonien, 
und damit kam auch von den offenkundig zahlreich eingesiten Keimen 
nichts zur Entwicklung. 

Da bis dahin nur die schwarz umhéften Kolonien, entsprechend den 
Darstellungen im Schrifttum, als solche von Sulfatreduzierern angesehen 
worden waren, siehe dazu S. 296, wurden zunadchst nur von ihnen Ab- 
impfungen vorgenommen. Isolierungsversuche mit Keimmaterial ge- 
eignet erscheinender, fiir die Capillarpipette zuganglicher Zentralkolonien 
fiihrten trotz mehrfacher Wiederholung nicht zum Ziel: Der mit den 
Abimpfungen gleichzeitig durchgefiihrte aerobe Ausstrich zeigte ein 
iippiges Wachstum der Begleitorganismen; demnach handelte es sich bei 
allen abgeimpften Kolonien um Mischkolonien. 

Trotz diesen Mierfolgen wurden die Keimgemische 1, 2, 3 und 4, wie 
schon erwahnt, regelmaBig in Flaischchen fortgefiihrt. 

Die H,S-Bildung und Ergebnisse der Reinheitspriifung sind in den 
Tab. la und b zusammengefaBt; hier ist auch der Weg, der zur schlieB- 
lichen Isolierung der Stamme 2, 3 und 4 fiihrte, wiedergegeben. 

Genauere Beobachtungen der Begleitorganismen zeigten die ver- 
bliiffende Tatsache, daB auch die in PlattenguSschichten isoliert lie- 
genden, einheitlich erscheinenden Kolonien der Begleitorganismen 
(Stiibchen) des Keimgemisches 3, sowohl bei Fortziichtung auf Pepton- 
agar als auch in Flaschchen mit Lactat-Mineralsalzlésung weiter tiber- 
impft, immer wieder imstande waren, das gesamte Moursche Salz dieser 


1 Die beiden der Arbeit beigefiigten Abbildungen sowie deren Klischees gingen 
ebenfalls verloren. 
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Tabelle la. Garverlauf der Keimgemische 1 wnd 2 in einer Reihe von Kulturfolgen 
bis zur Isolierung von Stamm 2. 


Jede Kulturfolge 7 und 14 Tage. Das Gesamtsulfat von 981 mg SO’’,/L entspricht 
348 mg H,S/L. 


Keimgemisch 1 Keimgemisch 2 
Kultur- | 7 Tage 14 Tage 7 Tage 14 Tage 
folgen 7 ae ; ae c 
ohne fak.- mit fak.- ohne fak.- mit fak.- 
H.S anaerob* H,5 anaerob* H,5 anaerob* H.S anaerob* 
peer acer A ae) Ces Pree ree ase ee ee eee 
1 272 + | 290 + 331 | + 309 + 
2 Part + | eye MQucter cts 290 . + 220 — 
3 287 + dh Oey _ 261 + 100 4: 
4 285 he + 263 = 216 7 
5 345 a r? 156 + 306 ~ 30 | + 
6 309:/\0 [4 | 107 4c 272 an 126} + 
7 283 + kif 220 + 292 +. 110 _ 
28 290 + 226 - 284 a 229 a 
29 295 ae 263 wih art 312 — 274 — 
Bis heute eine Isolierung unméglich. | Stamm 2 isoliert aus K 29; in dieser 
Kulturfolge sowohl das Material mit 
™ Biabehen als auch das ohne H,S-Zusatz rein. 


Tabelle 1b. Géarverlauf der Keimgemische 3 und 4 in einer Reihe von Kulturfolgen 
bis zur Isolierung der Stimme 3 und 4. 
Jede Kulturfolge 7 und 14 Tage. Das Gesamtsulfat von 981 mg SO’’,/L entspricht 
348 mg H,S/L. 


Keimgemisch 3 Keimgemisch 4 
Kultur- | 7 Tage | 14 Tage | 7 Tage 14 Tage 
folgen Tallluste 3 ers 
ohne fak.- | mit fak.- ohne | fak.- mit fak.- 
H,S anaerob* | H,S anaerob* H.S anaerob* H.S anaerob* 
1 LoL ae 279 + 40 | + 86 ob 
324 | + 153 + 42 | + 35 
3 | 292 4 133 + 207 + 225 + 
4 287 | + 260 + 136 + 66 + 
5 290 + 165 ao 49 + 211 — 
6 277 + 161 68 + 228 = 
7 324 + 30 oS 249 4 260 — 

15 Dee TD) Sty ee 308 = Say) a ae 
Durch das Plattengu8verfahren isoliert aus Isoliert aus K 6; in dieser Kultur- 
K 15; Material ohne und mit H,S-Zusatz folge war nur das Material mit 
unrein. H,S-Zusatz rein, 


* Stibchen 


Kulturlosung als FeS zu fallen, daB also auch diese Mischkolonien waren. 
Dies veranlaBte eine eingehendere Priifung der isolierten Stiimme der 
Begleitbakterien, die darin bestand, daB von solehen Kolonien gleich- 
zeitig mit dem Anlegen von Stépselflaschenkulturen fortlaufend auch in 
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aerob gehaltene K6lbchen mit der gleichen Lisung geimpft wurde. Noch 
nach fiinfmaliger Uberimpfung in den aerob gehaltenen Kélbchen war 
das so fortgefiihrte Keimmaterial imstande, das in diesen Kélbchen am 
Boden befindliche Eisen als Eisensulfid zu fillen. Dariiber hinaus ergab 
das nach fiinf solcher Kulturfolgen riickiiberimpfte Keimmaterial in den 
Stépselflaschen, gefiillt mit Lactat-Mineralsalzlésung, nach 7 tiigiger 
Kulturdauer eine Schwefelwasserstoffbildung von 280 mg H,S/L. Dieses 
Ergebnis konnte bei mehrfacher Wiederholung des Versuchs immer im 


- selben AusmaB erzielt werden. 


Da sich aber durch wiederholten Plattengu8 die fakultativ-anaeroben 
Organismen doch bald rein gewinnen lieBen, und Versuche analog den 
vorher beschriebenen, jedoch mit Reinkulturen der Begleitorganismen 
beimpft, in keinem Falle Sulfatreduktion erkennen lieBen, ist erwiesen, 
dal} es sich bei den anfangs verwendeten Kolonien nicht um eine neue 
Art von Sulfatreduzierern, sondern um Mischkolonien von reduzierenden 
und nichtreduzierenden Organismen gehandelt hat. Immerhin bleibt die 
Tatsache bemerkenswert, daB sich Sulfatreduzierer nach fiinf wenigstens 
auBerlich aerob gehaltenen Kulturfolgen in Vergesellschaftung mit an- 
deren vermehrungs- und giarkraftig erhielten. 

Zur Erlaiuterung der Tab. la und b wird iiber das Verhalten der 
einzelnen Keimgemische noch folgendes hinzugefigt: 

Keimgemisch 1. Das binire Keimgemisch der Chromatiwm-Weifei- 
Gesellschaft lieB sich weder durch die bis heute durchlaufenen 55 Pas- 
sagen mit oder ohne Zusatz von H,S-Wasser trennen, noch durch irgend- 
eine der verschiedenen, fiir die anaerobe Unterbringung der Platten oder 
Hochschichtrohrchen getroffenen Einrichtungen (siehe Methodik, 8. 286). 
Diese MaB8nahmen, die gleich zu Versuchsbeginn vollkommen O,-freie 
Verhaltnisse gewiahrleisten sollten, aufierdem der Sulfit- oder H,S- 
Wasserzusatz zu Nahrlésungen und Nahrbdden vor dem Beimpfen, 
fiihrten nicht zum Ziel. Die schon vom Zweitgenannten (CzuRDA 1940) 
beobachtete Ergebnislosigkeit friiherer aihnlicher Versuche weist auf be- 
sondere Eigenschaften des aeroben Begleitorganismus dieses Keim- 
gemisches hin. 

Es wurden bei wiederholter Anwendung eines Agar-Nahrbodens mit 
bloBen Mineralsalzzusiitzen im PlattenguBverfahren immer nur wieder 
Kolonien mit weitreichender FeS-Fallungszone beobachtet, die manch- 
mal, wie es auch photographische Aufnahmen in den Protokollen zeigen, 
in den fiinf Verdiinnungsstufen mit erwartungsgema®er Haufigkeit ver- 
teilt waren. Anders beschaffene Kolonien sind nicht zur Entwicklung 
gelangt. Diese einheitlich aussehenden Kolonien haben sich aber durch- 
weg als Mischkolonien von Reduzierern und Aerobiern (auch Fluores- 
centen) erwiesen, so daB alle Isolierungsversuche erfolglos geblieben 


waren. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 20 
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Keimgemisch 2. Das im Laufe der etwa 6 Jahre langen Fortzucht 
durch aerobe Stabchen verunreinigte Keimmaterial des StaRKEYschen 
thermisch-mesophilen Sporovibrio des.-Stammes, das in der oben er- 
wahnten Weise gleichzeitig mit und ohne Zusatz von H,S-Wasser durch 
stindig wiederholte Abimpfungen fortgefiihrt worden war, wurde zu 


— 


Plattengiissen mit dem Ziel der neuerlichen Isolierung verwendet. Bei — 


allen Abimpfungen hatte es sich jedoch bis zur 29. Kulturfolge um 
durch Stibchen verunreinigte Kolonien gehandelt; in dieser Kulturfolge 
zeigte der aerobe Kontrollausstrich ohne erkennbare Uberginge in der 
Keimdichte der aeroben Begleitbakterien gegeniiber der vorhergehenden 
Priifung véllige Keimfreiheit. Das Material wurde nochmals in Lésungen 
iiberimpft und beide Reihen, die mit und ohne Zusatz von H,S-Wasser, 
lieferten neuerlich von aeroben Stabchen vollkommen freigebliebene 
Kontrollplatten. 

Um die Gewihr fiir eine Reinkultur im bakteriologischen Sinne zu be- 
sitzen, wurde von diesem offenbar reinen Material ein PlattenguB mit 
Lactat-Mineralsalz-Naihragar zwecks kontrollierter Vereinzelung der 
Keime durchgefiihrt, da die Méglichkeit der Verunreinigung durch 
anaerobe Organismen ebenfalls in Betracht gezogen werden mute; die 
Platten wurden in Scnorrschen AnaerobengefaiBen untergebracht, die 
nach dem Evakuieren mit alkalischer Pyrogalloll6sung beschickt worden 
sind. Die mikroskopische Untersuchung der Platten nach 5tagiger 
Kulturdauer zeigte schwarzumhéfte Kolonien, in deren Umgebung sich 
eine Anzahl kleiner, glainzender, hellbrauner Kolonien befand. Andere 
Kolonieformen fehlten. Eine mit groBer Vorsicht, keine der benachbarten 
Kolonien zu berihren, ausgefiihrte Abimpfung fiir Hangetropfenpripa- 
rate zeigte, das diese hellbraunen, linsenformigen Kolonien ebenfalls nur 
aus Vibrionen und vereinzelten Spirillen zusammengesetzt waren. 

Die von beiden Kolonieformen, naimlich der einen zentralen, eine 
fordernde Wirkung zeigenden, FeS-fillenden, und der anderen, gefér- 
derten FeS-freien, gemachten Isolierungen erwiesen sich als frei von 
Aerobiern, und das in Stépselflaschen eingeimpfte Material beider 
Koloniearten zeigte ein sofort einsetzendes gutes Girvermégen. 

Die Tatsache, dab hier morphologisch gleichaussehende Zellen Kolo- 
nien ausbilden, von denen die einen in einer merkwiirdigen Weise von 
den anderen abhangig zu sein scheinen, soll bei der Isolierung von 
Stamm 3 niher erdrtert werden. 

Stamm 2 wird in stiindiger Reinkultur gehalten. 

Keimgemisch 3. Mit diesem Keimgemisch wurden die Untersuchungen 
tiber den EinfluB der Vorkultur, des Nahrbodens und der Gaszusammen- 
setzung im AnaerobengefaB auf das Verhalten der Begleitorganismen 
und den Plattenbewuchs besonders eingehend vorgenommen. Die Er- 
gebnisse einer solchen Versuchsgruppe sollen als Beispiel fiir die anderen 
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analog angelegten dienen, die mit Keimmaterial verschiedener Kultur- 
folgen durchgefiihrt wurden, um einen Einblick in die Konstanz der ein- 
zelnen Erscheinungen zu gewinnen. Die Versuchsreihe umfaBt folgende 
Bedingungen: 


Anordnung. 
Nahrboden Atmosphire | Impfweise 
I. Lactat-Mineralsalz-Agar . GefaB evakuiert PlattenguB 5. Verd.-St. 
Il. : si oobaat: GefaB evakuiert ss D de cee 
| + H,-+alk. Pyrogallol 
IIT. SvrarKxeyscher Agar ..... GefaB evakuiert ee ‘On ee 
+ H, + alk. Pyrogallol 
IV. we A Sie ae! GefaB evakuiert Ausstrich 
+ H,-+ alk. Pyrogallol 
V. Bakterienagar aerob 
VI. “3 anaerob... 


Eine dieser Versuchsreihen wurde mit dem unter H,S vorkultivierten 
Material d. St. 3, K,;, eine zweite mit einem ohne H,S vorkultivierten 
Material d. St. 3, K,, beimpft. 


Plattenbewuchs nach Vorkultivierung mit H,S zeigte folgende Einzel- 
heiten: 


I. Die in den Platten auftretenden schwarzumhéften Kolonien waren von kleinen 
hellbraunen Kolonien umgeben, die schon von friiheren Versuchen bekannt waren, 
die jedoch damals, da ja mit unreinem Material gearbeitet worden war, ausschlieB- 
_ lich fiir Kolonien der Begleitorganismen (Stabchen) angesehen wurden; erst als 
auch, bzw. nur, Vibrionen in solechen Kolonien angetroffen wurden, war erkannt, 
daB es sich bei den kleinen Kolonien nur teilweise um Fremd- oder Mischkolonien 
von Staébchen und Vibrionen gehandelt hatte. Nochmaliger Plattengu8 mit Keimen 
einer solchen schwarzumh6ften Kolonie fiihrte jedoch nicht zur Koloniebildung. 
Die Griinde hierftir werden spater erortert. 

II. Der gleiche Bewuchs; die schwarz umh6ften Kolonien von zahlreichen 
kleinen, hoflosen Kolonien umgeben. Die in der ganzen Platte offenbar gleichmabig 
eingesiten Keime der mikroskopisch im Aussaatmaterial vorherrschend angetroffe- 
nen Vibrionen konnten sich nur in der Umgebung der erstentwickelten, schwarz- 
umhéften Kolonien vermehren. 

II. und IV. Der gleiche Bewuchs von schwarzumh6ften, fordernden Kolonien, 
in deren nachster Umgebung zahlreiche hellbraune, kleine, nur hier zur Entwicklung 
gelangte Kolonien aufgekommen waren. 

V. und VI. Der aerobe und anaerobe KontrollplattenguB zeigte eine verhaltnis- 
maBig schwache Entwicklung fakultativ-anaerober Keime (Stabchen) (100 bis 
200 Kolonien in Platte I). Das fiir die Versuchsreihe herangezogene Keimgemisch 
war somit in der Vorkultur noch nicht von den fakultativen Anaerobiern befreit. 


Plattenbewuchs ohne Vorkultivierung mit H,S zeigte folgende Kinzel- 


heiten: 

I. Wahrend die Abimpfungen der ersten Reihe mehrfach wegen Ausbleiben der 
Vermehrung ohne Erfolg blieben, konnten aus dem im ganzen gleichartigen Bewuchs 
der zweiten Versuchsreihe sowohl von den zentral gelegenen, schwarzumhoften,, 

20* 
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fordernden, als auch von den hoflosen, in der Nahe der erstgenannten geforderten — 
zahlreichen kleinen Kolonien Abimpfungen vorgenommen werden. 

II. Kolonien dieser Platten gleichen Verhaltens fiihrten wie im Versuch I zu — 
Aerobier-freien Reduziererkulturen. 

III. und IV. PlattenguB und Ausstrich mit SrarKEyschem Agar brachten die — 
eingesiiten Keime der Begleitorganismen zu iippiger Entwicklung. 

V. und VI. Auf Bakterienagar maBiges Wachstum von Begleitorganismen. 

Unter Verzicht auf eine weitere Beschreibung der rund 150 Ab- 
impfungen sei zusammenfassend gesagt, da die Reinziichtung von 
Stamm 3 nach einem Wechsel von PlattenguBverfahren, Hochschicht- 
und Stichkanalkulturen schlieBlich ohne erkennbare Beziehung zu irgend- 
welchen bestimmten Manahmen aus der 15. ohne H,S gezogenen Kultur- 
folge gelang. Stamm 3 wird in staéndiger Reinkultur weitergefiihrt. 

Keimgemisch 4. Dieses Keimgemisch wurde als letztes eingebracht und 
in Kultur genommen. Es entspricht hinsichtlich seiner Isolierfahigkeit, — 
wie Tab. 1b zeigt, durchaus den von Baars beschriebenen Rassen, d. h. 
in der 5. Passage war das mit H,S gezogene Material bereits frei von 
fakultativ-anaeroben Begleitorganismen, wahrend dies durch Fortfiihren 
ohne HS nicht erreicht wurde. Eine der Isolierung von Stamm 2 analog 
ausgefiihrte PlattenguBreihe zeigte das bereits von den Stémmen 2 und 3 
geschilderte Kolonieverhalten. Auch hier war die Gewinnung von Rein- 
kulturen moglich. Stamm 4 wird ebenfalls in standiger Kultur gehalten. 
Aus den Beobachtungen wurde folgendes ersichtlich: 

1. Von den im Einsaatmaterial mikroskopisch nachweisbaren zahl- 
reichen Vibrionenkeimen gelangen, wie hier erstmalig gezeigt wird, in 
den Platten nur jene zur Entwicklung, die sich im unmittelbaren Um- 
kreis der wenigen groBen, offenbar erst entstandenen und meist durch 
FeS-Hof auffalligen Kolonien befinden, wobei zu sehen ist, daB mit der 
GroBe des Abstandes von der férdernden Kolonie die entwicklungs- 
anregende Wirkung rasch abnimmt. Ohne diesen zusitzlichen EinfluB 
vermag sich die Hauptmasse der Keime, jedenfalls diejenigen, die ein- 
zeln im Einsaatmaterial auftreten, nicht zu entwickeln. 

Wahrend vAN DerLpEN diese Tatsache, dafB sich auch bei dichten 
Keimaussaaten auffallend wenig Kolonien entwickeln, auf ein Absterben 
der meisten Keime durch zu hohe O,-Spannung zuriickgefiihrt hat, zeigen 
unsere Beobachtungen, da das Ausbleiben der Entwicklung der Haupt- 
masse von Keimen auf dem Fehlen eines entwicklungsanregenden Stoffes 
beruht. Zu untersuchen bleibt, weshalb sich aber unter gleichen Be- 
dingungen, einzelne Keime doch — und so rasch — zu Kolonien ent- 
wickeln k6nnen, da sie durch ihre Stoffwechseltitigkeit die iibrigen 
miteingesiiten Keime, wenigstens in ihrer nichsten Umgebung, zur Ent- 
wicklung anzuregen vermégen. 

2. Die bisher im Schrifttum als optimal empfohlenen Nihrbéden fiir 
Sulfatreduzierer (Lactat-Mineralsalz- bzw. Pepton-Glucose-Agar) ge- 


Zur Physiologie der Sulfatreduktion. 295 


statten also gar nicht den Eintritt der Vermehrung von einzeln liegenden 
Vibrionen; es kommt die Hauptmasse der eingesiiten Keime gar nicht 
zur Entwicklung. Es fehlt beiden Nahrbéden also eine entscheidende 
Kigenschaft als unbedingt notwendige Voraussetzung fiir eine Einzel- 
keimvermehrung. Eine Koloniebildung erfolgt nur aus einem verschwin- 
dend kleinen Anteil der Einsaatkeime gréBerer Impfmengen (0,1—0,5 mm) 
— was auch schon vAN DELDEN (1904, S. 89) aufgefallen war — in den 
1. und 2. und manchmal noch 3. Verdiinnungsstufen (1:10), wahrend 
nach der unmittelbar mikroskopisch festgestellten Einsaatkeimdichte 
und nach der tatsichlichen Dichte der spater geforderten Kolonien eine 
Kolonieentwicklung noch in der 6.—8. Verdiinnungsstufe zu erwarten ist. 

3. Bei der Suche nach einer Erklarung hatte anfangs, wegen der Ver- 
wendung von Keimgemischen, die Annahme nahegelegen, den in manchen 
Kolonien auftretenden Stabchen eine fordernde Wirkung zuzuschreiben. 
Nach den erfolgten Isolierungen konnte aber gezeigt werden, daB dieselbe 
entwicklungsanregende Wirkung von Kolonien ausgeht, die nur aus 
Vibrionen zusammengesetzt sind. Auch der Umstand, dafs die einwand- 
freie Abimpfung der spiter aerobierfreien fordernden und geférderten 
Kolonien nach neuerlicher Aussaat wiederum zur Ausbildung der Kolonie- 
verschiedenheit fiihrte, legzt den Gedanken an eine ,,Selbstforderung 
nahe. 

Die Bedeutungslosigkeit der Begleitbakterien bzw. ihrer Stoffwechsel- 
produkte fiir die Anregung des Vermehrungseintritts einzeln legender 

_ Vibrionenzellen wird durch weitere eigene Versuchsreihen, tiber die in 
einem anderen Zusammenhang im einzelnen berichtet werden soll, ge- 
zeigt: Stoffwechselprodukte von Reinzuchten dieser Begleitorganismen, 
in abgestuften Mengen dem Substrat zugesetzt, waren nicht imstande, 
die einzeln eingesiten Reduzierkeime gleichmaBig zur Entwicklung 
schreiten zu lassen. 

Als Test fiir die Reinheit der Reduzierkulturen gilt hier, wie in anderen 
Arbeiten, das dauernde Ausbleiben einer Kolonieentwicklung auf Bak- 
teriennahragar unter aeroben Bedingungen!. Damit erscheint auch das 
Vorkommen des von Spirillum desulfuricans morphologisch nicht unter- 
scheidbaren Spirillum tenue, das in den Versuchen BEIJERINCKs aufge- 
treten ist, und das — neuerdings von GIESBERGER (1936) — als obligat 
aerob beschrieben wurde, ausgeschlossen. 

Es konnte allerdings noch gefragt werden, ob nicht, namentlich auf 
anaerob gehaltenen Pepton-Glucose-Nahrbéden, Anaerobier mitgeziichtet 
werden, die bei den ungiinstigen Isolierungsbedingungen mitiibertragen 
worden sind. Sorgfaltige und haufige Beobachtungen der Aussaaten der 


1 Erwahnt sei allerdings, daB nicht immer alle Keime von fakultativen Anaero- 
biern auf Bakterienagar zur Entwicklung kommen und daf auch die einmalige 
mikroskopische Durchmusterung eigentlich kein Nachweisverfahren darstellt. 
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reinen Stamme erlauben die Behauptung, daB niemals Staibchen, weder 
in den Aussaaten noch in den sich aus ihnen entwickelnden Kolonien 
auftraten. Auch fiir das Vorkommen von zweierlei Vibrionen, namlich ~ 
reduzierender und nicht reduzierender, konnte kein Hinweis gefunden 
werden. 

Mit der Erkennung der hier zugrunde liegenden Beziehung scheint die 
nutzlose Anwendung verfeinerter Isolierungsmethoden (BuRRIsche 
Tropfchen- und Zehntelungsverfahren) aufgeklart zu sein. Um bei dieser 
Sachlage das Einsetzen der Vermehrung in Lésungskulturen zur Unter- 
suchung bestimmter Fragen zu sichern, wurde von uns deshalb durch- 
gehend eine starke Beimpfung (3% der Kulturfliissigkeit) angewendet — 
und ihre Nachteile zunaichst mit in Kauf genommen. 

4, Bisher wurde die FeS-Bildung um: Kolonien zur Erkennung der 
Sulfatreduziererkolonien verwendet. Das Auftreten von ,,zweierlei‘‘ 
Kolonien nach Aussaat in festem Substrat ist bereits BEIJERINCK auf- — 
gefallen, der diese Erscheinung aber nicht naher untersuchte. Er be- — 
schreibt nimlich in seinen Versuchen zwei stets auftretende Kolonie- 
typen: solche mit FeS-Fallungshof und punktférmige, ohne Hof; reduk- 
tionsfihige Kulturen erhielt er jedoch nur durch Abimpfungen vom 
ersten Kolonietypus. — Die FeS-Bildung kann jedoch nicht als allein 
verlaBliches Merkmal gelten, da eine Entstehung von FeS erstens an das 
Vorhandensein von geléstem Eisen, zweitens an das Vorliegen bestimm- 
‘ter Bedingungen, vor allem einer bestimmten Konzentration der Wasser- 
stoffionen (siehe ErNsELE 1937, UTmERMOHLEN und Grorer 1941) ge- 
kniipft ist. Inwieweit diese Bedingungen in der Umgebung der Kolonien, 
d. h. auf engstem Raum, gegeben sind, kann bei der Kompliziertheit des 
Stoffwechselgeschehens nicht naéher gesagt werden. Tatsache ist, daB 
in den beschriebenen Versuchsanordnungen nur die erst entwickelten 
wenigen Kolonien einen solchen Fallungshof zeigen. Alle spiter er- 
schienenen Reduziererkolonien kénnen einen solchen offenbar mangels 
fillbaren EKisens nicht mehr ausbilden. Abimpfungen der hofbildenden 
sowohl wie auch der hoflosen Kolonien lassen immer wieder beide 
Koloniearten entstehen. 


Identifizierung der gewonnenen Stimme. 

Wie bereits einleitend gesagt, hat Baars (1930) die Aufstellung der 
physiologischen Rassen von Sulfatreduzierern auf den von ihnen unter- 
schiedlich verwertbaren organischen Substanzen als H,-Donatoren ge- 
griindet. Zu diesem Zweck wurden von ihm eine lange Reihe von Sub- 
stanzen auf ihre Kignung gepriift. Das wesentlichste Ergebnis besteht in 
der Erkenntnis, da eine Gruppe von Sulfatreduzierern (Vibrio Rubent- 
schikit) imstande ist, auch Fettsiuren, wie Essigsiure, Propionsiure, 
Buttersiure, als H,-Donatoren zu verwenden. 
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Zur Uberpriifung der von uns reingeziichteten Stamme wurden diese aus der 
Lactatvorkultur in Flaschchen mit Mineralsalzlésung, der die in Frage kommenden 
Substanzen zu 30 Millimol zugesetzt waren, eingeimpft (3% Impfmenge), und die 
H,S-Produktion nach 8 Tagen bestimmt. Jeder Versuch wurde dreimal durch- 
gefiihrt. — (Hine Weiterfiihrung durch mehrere Passagen erfolgte hierbei nicht.) 
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen sind in Tabelle 2 wiedergegeben, wobei eine 
H,S-Prod. ab 100 mg H,S/L als ,,4‘ eingetragen wurde. 


Tabelle 2. Verwendbarkeit einiger organischer Stoffe als C- und Energiequellen, 
geprift an Keimgemisch 1, Stimme 2, 3 und 4. 
Kulturdauer 7 Tage. Nahrlisungsbasis: Lactat-Mineralsalzlésung ohne Lactat. 


| Vibrio | Vibrio | Stamm x. 
C- Quelle Rubent-| desul- | Stephen- Keim- St. Stee ie Ste 
| schikii |furicans| son gomas 
Athylalkohol ............ sts | = Gees) + 
Na: Lactation. fo 2.0. byl te a a te + + 
CE IiCOsOR Series eis i= aisonal oe aia =i oe 
Calaktoseus: Miaaiee) 8 is _ — UN tec cs <= 
Saecharose2. a0... << cam aes ae | | a = 
IErUebOse errs s eres we ves ape i le —_ 
ENe-KOrmMiat ce. oo eee cee eee Spe eae tS all Mesie 
Na SACE bate eh ond ee tats fi Jats | 
Na-Propionat ........... frees osens @ 
Na-Butyrat. ois. ve. 3 + ek 
Brenztraubensaure ....... = | + | @ oy ee 
Bernsteinsaiure .......... om saat ll) gees | | 


Keiner der von uns untersuchten Stamme vermochte Acetat, Propionat 
oder Butyrat zu verwenden; es ist also keiner mit dem von Baars auf- 
gestellten polyphagen Vibrio Rubentschikii identisch. (Hine Verwandt- 
schaft mit Vibrio desulfuricans liegt nahe.) 

Wie uns aber aus zur Zeit im Gange befindlichen Untersuchungen 
jetzt schon deutlich wird (siehe 8S. 301), ist die Vermehrung der einge- 
tragenen Keime nicht nur von der Impfmenge, den anaeroben Bedin- 
gungen und den zugesetzten organischen Substanzen abhangig, sondern 
es spielen wuchsstoffartige Stoffe noch unbekannter chemischer Zu- 
sammensetzung, die von den Reduzierern selbst gebildet werden, eine 
entscheidende Rolle. Es handelt sich also, ehe man ein abschlieBendes 
Urteil itiber die Brauchbarkeit eines Stoffes als Wasserstoffdonator ab- 
geben kann, darum, festzustellen, inwieweit die gebotenen Versuchsbe- 
dingungen fiir die Bildung des entwicklungsanregenden Stoffes, wenn 
er nicht in geniigender Menge mit der Impffliissigkeit tibertragen wurde 
(worauf wieder der physiologische Zustand dieses Impfmaterials EinfluB 
hat), giinstig sind. 

Solange es noch nicht méglich ist, Versuche durchzufiihren, denen der 
fragliche Wuchsstoff absolut frei von anderen Stoffwechselprodukten in 
gleichbleibender Menge zugefiihrt oder entzogen werden kann, koénnen 
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eigentlich die Ergebnisse aller Untersuchungen tiber die Donatorenfrage 


und auch die der vorliegenden Arbeit noch nicht als endgiiltig betrachtet — 


werden. 
Zur weiteren Identifizierung der gewonnenen Reduzierstamme wurde 


eee = eee te 


nach den allgemein gehaltenen Angaben von STEPHENSON und STICK- 


LAND (1931) das Ferment Hydrogenase nachzuweisen versucht?. 


Reinkulturen der Stiimme 2, 3 und 4 und das Keimgemisch 1 wurden in je 
600 cm? einer Nahrlésung folgender Zusammensetzung eingeimpft: Dest. H,O; 
Fleischbriihe 25,00% ; Na,SO, 0,5% ; Na-Formiat 0,5% ; K,HPO, 0,05% ; NH,Cl 
0,1% ; MgSO, 0,2%. 

Nach 5 Tagen anaerober Kultur wurden die Lésungen zentrifugiert, die Bak- 
teriensuspensionen zweimal mit Ringerlésung? (NaCl 0,6% ; CaCl, 0,04% ; KCl 
0,01% ; NaHCO, 0,01% ) gewaschen und in 25 em® dieser Lésung aufgeschwemmt. 
Je 1. cm? der gewaschenen Suspension wurde in 1,5 cm® einer 0,01% igen Lésung 
von Methylenblau in einem Phosphatpuffergemisch von py 6,3 eingetragen; die 
Proberéhrchen wurden in AnaerobengefaBen untergebracht und diese nach dem 
Evakuieren mit gereinigtem Wasserstoff gefiillt. 


Reduktionszeit/Std 
| Keimgemisch 1 Sts | ty /v. [ieeret 
i 
| 
Bakteriensuspension in H, ...... 5 4 | 6 / 3 
ne im Vakuum | hip’ | 
lin beimiptti int El se wten arieereeee nn le ue G28,4 | 
Unbeimpft im Vakuum ......... Peel | 


Trotz der viel langeren Reduktionszeit als die von STEPHENSON und 
STICKLAND fiir deren Stiimme angegebene muf doch, im Vergleich zu 
den Kontrollversuchen, fiir die hier gefiihrten Stiimme auf die Fahigkeit, 
aktiv Methylenblau zu reduzieren, geschlossen werden. 


Der qualitative Nachweis der Reduktion von Sulfaten mit Hilfe von 
molekularem Wasserstoff konnte durch H,S-Bildung in einem Phosphat- 
puffergemisch von py = 7.4 + 0,6°% Na,SO,, das mit 1 cm*® der wie 
oben vorbereiteten Bakteriensuspension beimpft worden war, erbracht 
werden. Kin Krystall Mourschen Salzes in die beimpfte Versuchslésung 
eingebracht, war nach 24 Std anaerober Bebriitung in Wasserstoff- 
atmosphiire vollkommen in FeS umgewandelt. Die unbeimpften und die 
im Vakuum aufbewahrten Versuche zeigten auch nach einer Beob- 
achtungszeit von 10 Tagen keinerlei Veranderungen. 

Keimgemisch 1, Sty, St; und St, kénnen demnach als Hydrogenase- 
positiv bezeichnet werden. 

* Die erste Mitteilung konnte erst nach Beendigung dieser Arbeit eingesehen 
werden. 

* Naturwissensch. 5, 431, 1934. 
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Morphologisches Verhalten. 


Von BrisERINCK (1895), Baars (1930) und Starkey (1938) wurde itiberein- 
stimmend berichtet, daB es sich bei den Sulfatreduzierern um ungefahr 40,5 w 
groBe Organismen bzw. Spirillen mit Eigenbewegung handelt; die Organismen sind 
gramnegativ und lophotrich! begeiBelt; seit SrarKry sind die sulfatreduzierenden 
Vibrionen als Sporenbildner bekannt. 


Bemerkenswert ist die von Starkey durch zahlreiche Abbildungen belegte 
groBe morphologische Variabilitat von Sporovibrio des.; er wurde als Stabchen, 
Coccus, Vibrio, Spirillum von 1 bis 6 Windungen, und als langer, sinusartig gewun- 
dener Faden, je nach den Kulturbedingungen und dem Alter der Kultur, gesehen. 
DaB es sich bei ihm um Reinkulturen handelte, wurde damit bewiesen, daB aerob 
gehaltene Kontrollausstriche auf Bakteriennihragar ohne Kolonieentwicklung 
geblieben sind. Eine morphologische Unterscheidung moglicherweise auftretender 
anaerober Begleitorganismen ware — seiner Darstellung gemaB — wegen der 
groBen Mannigfaltigkeit entstehender Zellformen (Stabchen- und kokkenartige 
Organismen usw.) nicht médglich. Einen Beweis dafiir, daB auch diese morpho- 
logisch abweichenden Zellformen zu Sporovibrio des. gehéren, hat StarKEy darin 
erblickt, daB auch diese Populationen zur Sulfatreduktion befahigt waren. 


Von unseren morphologischen Feststellungen an den in Agar und 


Losung gezogenen Populationen soll hier vorliufig Nachstehendes ver- 
merkt werden, weil es auf das hier Mitgeteilte Bezug hat. 


Die Loésungen zeigen makroskopisch nach 3—6 Tagen zumeist eine 
leichte Triibung. Untersuchung der Population im Hangetropfen zeigt 
meist einzeln auftretende Vibrionen, die manchmal beweglich, meist 
jedoch unbeweglich sind. In jungen Kulturen sind Zellenpaare als Folge 

-rascher Vermehrung reich vertreten. Ein verschieden groBer Bruchteil 
der in alteren Kulturen (8—21 Tage) angetroffenen Zellen zeigt die Ver- 
langerung zur Spirillenform mit héchstens einem Umgang. In manchen 
Versuchen fallt, ohne daB bisher bestimmte Beziehungen zu AuBenbe- 
dingungen erkennbar geworden waren, auf, daB sich dichte Populationen 
entwickelt haben, in denen sich die Vibrionen in groBen, dicht geftigten 
Klumpen vorfinden. Leider sind direkte Keimzahlbestimmungen durch 
die mikroskopische Zihlung wegen der Klumpenbildung, oder indirekte 
durch das PlattenguBverfahren wegen des Ausbleibens der Ver- 
mehrung (siehe S. 294), oder Keimgehaltsbestimmungen durch Volumen- 
messungen mit dem Hamatokriten wegen zu geringer Ertrage noch 
nicht moglich. 

Lebhaft bewegliche Zellen werden zumeist nur nach Ubertragung der 
Zellen aus Agarkolonien beobachtet. In drei und mehr Wochen alten 


1 SraRKEy schreibt dem Sporovibrio desulfuricans eine peritriche BegeiBelung zu. 
Die Frage, ob die von Mynrs 1940 auf der BegeiBelungsweise und Zellange gestiitzte 
Trennung der Gattung Vibrio bzw. Microspira und Spirillum bei dem Auftreten 
beider Zellformen beim gleichen Organismus auf Grund der Begeifelungsweise 
allein (Vibrio = 1 GeiBel, Spirillum = Geifelbiindel) aufrecht erhalten werden 
kann, bedarf noch weiterer vergleichender Untersuchungen. 


300 A. BAauMANN und V. DENK: 


Lésungskulturen sind neben verzerrten Vibrionen nur unregelmabig ge- 
staltete Spirillen mit héchstens einem Umgang zu finden. Die meisten 
Zellen enthalten die fiir Spirillen eigentiimlichen Tropfchen. 


b) Hinflug von Sauerstoff auf Beginn und Verlauf der Sulfatreduktion. 


Bereits bei StarKEY (1938) findet sich ein Hinweis, daB die als besonders — 


sauerstoffempfindlich beschriebenen Sulfatreduzierer sich in Kolonien, die mehr 
als 24 Stunden aeroben Verhaltnissen ausgesetzt waren, lebhaft beweglich erhalten 


hatten, obwohl der die Kolonie umgebende FeS-Fallungshof bereits vollkommen — 


oxydiert war. Die von STEPHENSON und SticKLAND (1931) durchgefiihrten Ver- 
suche zum Hydrogenasenachweis, die auch von uns wiederholt worden sind, hatten 
ebenfalls eine ziemlich groBe O,-Resistenz der Vibrionensuspension zur Voraus- 
setzung, da die Vorbereitung und das Waschen der Suspension ungefahr 1 Std in 


Anspruch nimmt. Wahrend dieser Zeit befinden sich die Organismen in Lésungen 


mit normaler Sauerstoffspannung. 


Um den Grad der 0,-Empfindlichkeit bzw. Resistenz solcher Suspen- — 


sionen quantitativ angeben zu kénnen, wurde der Inhalt eines gut garen- 
den Flaschchens (60 cm’) 15 min zentrifugiert, sodann einmal mit un- 
reduzierter Lactatlésung gewaschen und das Sediment in Lactat- 
Mineralsalzlosung aufgeschwemmt; gleiche Teile wurden nach ver- 
schiedenen Zeiten in Stopselflaschen mit eben dieser Losung eingeimpft 
(Tab. 3). Die den Zeiten der Beimpfung entsprechende mikroskopische 


Tabelle 3. Vergleich der H,S-Produktionen nach einer O,-Hinwirkungszeit von 
0 bis 50 Stunden. 


Kulturdauer 7 Tage. Das Gesamtsulfat von 981 mg SO{/L entspricht 348 mg H,S8/L. 


Stamm 2 Stamm 3 | Stamm 2 Stamm 3 
Beimpft nach 7. laren 7 Beimpft nach : 
mg H.S/L gefunden mg H,S/L gefunden 
0! 326 335 12" 289 | 287 
40/ 299 280 | 24» 255 | 290 
60/ 283 305 505 rapyey) 246 
150/ 330 293 | 


Kontrolle ergab in allen Fallen dichte Suspensionen von Vibrionen; 
Zellen mit Kigenbewegung konnten hingegen nur ganz vereinzelt fest- 
gestellt werden. 

Beim Arbeiten mit Zellsuspensionen laiBt sich also eine Letalwirkung 
des Sauerstoffs an dem verwendeten Material innerhalb einer Einwir- 
kungszeit von 50 Std nicht feststellen. Die Resistenz solcher Suspen- 
sionen gegentiber Luftsauerstoff ist demnach betriichtlich. 


c) HinfluB des Redoxpotentials und der H,S-Konzentration der 
verwendeten Nihrbdden auf die Art der Keimentwicklung. St.» 
Die auf §. 294 aus den Beobachtungen an Agarplatten gezogenen 
Schliisse, dafs eine Selbstférderung der Spirillen vorliegt, diirfte zunichst 
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daran denken lassen, daf vielleicht nur ein ungeeignetes Anfangs-Redox- 
potential des Nahrbodens (Fehlen des H,S allein) die Ursache fiir das 
Ausbleiben der Entwicklung der einzeln eingesiiten Keime ist, daB also 
ein Vermehrungseintritt nur dort méglich ist, wo einige Reduziererkeime 
durch noch nicht naiher bekannte Umstande doch zur Entwicklung ge- 
langen und das Substrat fiir die in der Umgebung eingesiiten Einzel- 
zellen durch ihren Stoffwechsel geeignet machen. Folgende Versuchs- 
anordnungen wurden zur Uberpriifung dieser Méglichkeit verwendet: 


Lactat-Mineralsalz-Agar, zu 15 cm*® in Reagensréhrchen abgefiillt, wurde auf- 
gekocht und aseptisch versetzt mit: a) Na,S; b) Na,SO,; ce) H,S-Wasser. Die 
fiir eine Reduktion des Nahrbodens notwendigen Mengen (3 Tropfen bzw. 1 Krystall) 
wurden in Vorversuchen ermittelt; als Indikator der erfolgten Reduktion diente 
eine Indigkarminlésung. Als Impfmaterial wurden Reinkulturen von Stamm 3 im 
Alter von 5, 14 und 30 Tagen verwendet. Die Impfmenge von 0,1 cm? der Vibrionen- 
suspension wurde fiir alle Versuchsreihen beibehalten. 

Mit diesem Material wurde ein Plattengu8 mit drei Verdiinnungsstufen angelegt 
und Sorge getragen, daB die Platten so rasch wie méglich mit alkalischer Pyro- 
galloll6sung zwecks O,-Absorption eingeschlossen wurden. Zur Priifung der Ver- 
laBlichkeit der Ergebnisse wurde jeder Plattengu8 dreimal ausgefiihrt. Der Kon- 
trollversuch wurde genau so, jedoch ohne die Zusitze von Na,S, Na,SO, und 
H,S-Wasser angestellt. 

Bei der Untersuchung der Platten nach siebentagiger Kulturdauer lieB 
sich kein Unterschied zwischen den Versuchsreihen mit und ohne Zu- 
sitzen feststellen; vielmehr kamen wiederum folgende Kolonietypen zur 
Entwicklung: a) Wenige Kolonien mit groBem Schwarzungshof, in dem 
_ die eigentliche Kolonie nicht sichtbar ist. b) GroBe, schwarze, linsen- 
férmige Kolonien mit nur angedeutetem FeS-Fallungshof. c) Sehr kleine, 
4uBerst zahlreiche, hellbraune, linsenformige K olonien, die nur innachster 
Umgebung schwarzumhofter Kolonien zur Entwicklung gelangt sind. 
Zu ihrer Entwicklung ist also eine Substrateigenschaft notwendig, die 
erst durch die Tatigkeit der erst erschienenen FeS-fallenden Kolonien 
eintritt. 

Die mikroskopische Untersuchung zeigte in allen drei Kolonietypen 
Vibrionen bzw. Spirillen; betont sei, daB die Reinheit der von ihnen 
angelegten Kulturen auch in diesen Versuchsreihen durch den tblichen 
Test — Impfung in aerob gehaltene Bakteriennahrboden — erwiesen 
wurde. 

Die hoflosen Kolonien wurden in Reagensréhrchen und Stépsel- 
flaschen mit Lactat-Mineralsalzlésung eingeimpft; am 3. Tag nach der 
Beimpfung trat Hisensulfidfallung ein; der H,S-Gehalt wurde in einer 
Probe mit 340 mg H,S/L bestimmt (348 mg H,S/L als Sulfat zugesetzt). 
Die von der gleichen Kolonie in Bakteriennihragar ausgefiihrten Ab- 
impfungen, aerob bebriitet, blieben ohne Keimentwicklung. 

Das Fehlen des Schwefelwasserstoffs allein scheint somit in den Agar- 
platten nicht die unmittelbare Ursache des Ausbleibens der Vermehrung 
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von Einzelzellen zu sein. Aber wenn auch die obigen Versuchsreihen 
keinen EinfluB erkennen lieBen, so bleibt selbstverstandlich bestehen, 
daB der Schwefelwasserstoff — als reduzierendes Prinzip — eine der Be- 
dingungen fiir den Eintritt der Sulfatreduktion darstellt. 


Die Priifung der im Laufe der Untersuchungen in Betracht gezogenen — 


Erklirungsmdéglichkeiten hat bis jetzt zusammenfassend Nachstehendes 
ergeben: 


A. Die Méglichkeit, daB das Fehlen des Schwefelwasserstoffs allein die 
Kolonieausbildung unterdriickt haben kénnte, erscheint durch die vor- 
liegenden Versuche wahrscheinlich, wenn nicht sogar sicher widerlegt. 


B. Die Moglichkeit, da8 verunreinigende Anaerobier, und zwar mor- 
phologisch von den Reduzierern nicht unterscheidbare Spirillen bzw. 
Vibrionen mit anderen Stoffwechselleistungen als Verunreinigung vor- 
liegen, ist durch den auf S. 295 erbrachten Nachweis ausgeschieden. _ 


C. Wenn auch erst weitere im Gange befindliche Untersuchungen, tiber 
die spiter berichtet werden wird, abgewartet werden miissen, ergibt sich 
doch schon jetzt aus den ermittelten Tatsachen zwanglos die Vorstellung, 
daB bei der Entwicklung der einzeln liegenden Sporovibrio-Zellen, neben 
dem die Anaerobie gewahrleistenden Schwefelwasserstoff, ein neuartiger 
(JANKE 1939) bioséhnlicher Stoff mitwirkt, der im Stoffwechsel der 
Sulfatreduzierer selbst entsteht und der das frischverwendete, unvoll- 
staindige N ahrsubstrat erganzt. Dieser Stoff diirfte bei Massenimpfung 
in einer die weitere Vermehrung erméglichenden Menge mit dem Impf- 
material miteingetragen werden. Bei Einimpfungen kleinerer Zellmengen 
hingegen, wie es namentlich bei den hohen Keimverdiinnungen in dem 
einen oder anderen Isolierungsverfahren (PlattenguB, Zehntelungsver- 
fahren) eingerichtet werden mu, wiirde also nicht jene vermehrungs- 
anregende Konzentration vorliegen, auBer dort, wo in eingetragenen 
Zellklumpen so viel des Stoffes eingeschlossen ist, daB von diesem als 
Kern der neue Bildungsprozef ausgeht. In Lactat-Mineralsalzlésung 
(Flaschenversuch) ist es eine haufige Erscheinung, daB die FeS-Bildung 
im Bodensediment von einzelnen Punkten ausgeht und von hier aus sich 
allmahlich in der ganzen Kulturfliissigkeit ausbreitet. 


d) Wirkung einiger anorganischer Verbindungen als Hemm- bzw. Spuren- 
stoffe; Wuchsstoffbediirfnis. 


As, Co, Mn, P itbten in der Konzentration von 10-1 bei 6 tagiger 
Kulturdauer eine Hemmung aus. Von der Konzentration 10-* an ab- 
warts war weder Hemmung noch Foérderung festzustellen. 

Die weiter gepriiften organischen Substanzen (Nikotinsiureamid, 
f-Alanin, Aneurin, Mesoinosit,Cebion, Na-Panthotenatin Konzentrationen 
von 10~* bis 1071, Biotin 1077 bis 10-1!) lassen keinen experimentell 
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faBbaren EinfluB auf den Garverlauf erkennen; wohl aber tibt ein Zusatz 
von Hefeautolysat einen wachstumsférdernden Einflu8 aus: Kolonien 
von Sulfatreduzierern lieferten, in Lactat-Mineralsalzagar + 0,01 % Hefe- 
autolysat eingeimpft, um das 3—6fache groBere hofbildende Kolonien: 
auch die immer mit auftretenden hoflosen Kolonien waren im selben 
Verhaltnis kraftiger entwickelt. Im Girverlauf war keine Forderung zu 
erkennen. 


Hinflup des Nitrats auf die Sulfatreduktion (Stamm 3). 

Aus ernahrungsphysiologischen Betrachtungen fritherer Autoren (Bxt- 
JERINCK 1895, VAN DELDEN 1904) und aus den Versuchen dieser Arbeit 
geht hervor, daB die Sulfatreduktion mit ziemlicher Sicherheit immer 
dann eintritt, wenn die Organismen anaerobe Verhaltnisse und eine hin- 
reichende Menge organischer Substanzen vorfinden. Als Stickstoffquelle 
konnen dabei sowohl organische (Aminoséuren) wie auch anorganische 
(Ammonsalze) Verbindungen dienen. Uber Nitrat als Stickstoffquelle 
finden sich dagegen nur wenige Hinweise im Schrifttum; so bei van 
DELDEN (1904): 


»--.von den N-Verbindungen k6énnen Asparagin, Pepton und Ammonsalze 
durch die Spirillen assimiliert werden; Salpeter verhindert aber die Sulfatreduktion. 
Dieser Kérper kann, in kleinen Quantitaten (bis '/;;%) zugesetzt, durch unsere 
Spirillen als Stickstoffquelle benutzt werden, aber er wird unter Bildung von 
Nitrit und vielleicht von Ammoniak reduziert, und erst, wenn’ alles Nitrat und 
Nitrit aus der Fliissigkeit verschwunden ist, beginnt die Sulfatreduktion.* 

Der Zweitgenannte von uns (CzuRDA 1940; s. S. 202) zieht aus der Tatsache, 
daB bei Nitratzusatz die Sulfatreduktion in seinen Versuchen erst spater eintritt, 
iibereinstimmend mit vAN DELpEN den SchluB, daB die Spirillen erst das Nitrat 
reduzieren, ehe sie das schwerer reduzierbare Sulfat angreifen. Andere Autoren 
(BENECKE-JosT 1924, 8. 371) schreiben den Sulfatreduzierern nicht die Fahigkeit 
zu, Nitrate abzubauen. 

In den Arbeiten von MaassEn (1901), Sroxiasa und VirexK (1905) wird fiir eine 
groBe Anzahl von zur Anaerobiose befahigten Aerobiern Nitratreduktionsvermégen 
festgestellt (s. dazu die nachfolgende Mitteilung des zweiten von uns, V. DENK). 
In 30- bis 40tagigen Versuchen wurden bei Darbietung geeigneter C-Quellen rund 
20%, in einem Hinzelfalle bis zu 45% des gebotenen Nitratstickstoffs zu Ammoniak 
umgewandelt. 

Die behauptete Hemmwirkung des Nitrats einerseits, die fehlenden 
quantitativen Untersuchungen andererseits lieBen es erwtinscht er- 


scheinen, zunichst einige Fragen fiir die Garung der sulfatreduzierenden 
Bakterien zu kléren: 

Zur Frage der Konzentrationswirkung des Nitrats wurde im Versuch 
die vollstandige Lactat-Mineralsalzlésung mit NOj-Zusatz (geboten als 
KNO,) verwendet; nach einer Versuchszeit von 5, 8 und 21 Tagen wurde 
die Menge des gebildeten H,S bestimmt. Um den Giarverlauf vollig un- 
beeinfluBt (von O,-Zutritt bei der Probeentnahme) ablaufen zu lassen, 
wurde fiir jede Bestimmung eine eigene Kulturflasche herangezogen. Die 
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Hemmwirkung des Nitrats war bereits bei 0.2% KNO, ersichtlich und 
bei 0,39 eindeutig. 

Bei Priifung der Frage, inwieweit das Nitrat als alleinige N- Quelle 
dienen kann, zeigte sich, daB das Ammonsalz (NH_,Cl) vollig durch Nitrat 
ersetzt werden kann, ohne den GarungsprozeB hinsichtlich Intensitat und 


pc ect EE 


Ergiebigkeit in sicher erkennbarer Weise zu veriindern. Das Nitrat kann ~ 
von den Sulfatreduzierern in einer optimalen Konzentration von rund ~ 


0,01% als alleinige Stickstoffquelle verwendet werden. 
Die weitere Frage nach der Brauchbarkeit der verschiedenen N- 
Quellen ergab, da&S Ammonsalze, Nitrat und Aminosiiuren (Leucin, 


Glykokoll, Asparagin) in gleicher Weise als Stickstoffquellen von den — 


Sulfatreduzierern ausgenutzt werden konnen. 

Um zu priifen, in welchem Ausmafe Nitrat reduziert wird und wann 
die Sulfatreduktion einsetzt, wurden Glasstdpselflaschen mit Lactat- 
Mineralsalzlésung, in der das NH,Cl durch KNO, ersetzt war, mit Rein- 
kulturen von Stamm 3 beimpft (3% Impfmenge). Nach 3, 7, 10 und 
14 Tagen wurde der gebildete Schwefelwasserstoff und Ammoniak fiir 
jede Kulturflasche bestimmt. Die in der Tab. 4 zusammengefaften 
Zahlen fiihren zu folgenden Feststellungen: 


1. Von den 0,1% KNO, (= 168 mg NH,/L) vermégen die Sulfat- 
reduzierer nach 3 Tagen bereits 75—97°% in NH, umzuwandeln. Das ist 
eine Intensitaét der Nitratreduktion, wie sie bisher nicht bekannt war. 
Auf die Bedeutung dieser Vorgiinge wird in der nachstehenden Mittei- 
lung vom Zweitgenannten von uns eingegangen werden. 


2. Die Nitratreduktion von Sporovibrio desulfuricans stellt keinen die 
Sulfatreduktion ersetzenden, sondern, soweit bis jetzt erkennbar ge- 
worden ist, einen von ihr unabhiingig verlaufenden Vorgang dar, da sich 
zeigen lieB, daB beide Reaktionen nebeneinander ablaufen, wenn auch 
die Nitratreduktion friiher einsetzt und zum Stillstand kommt als die 
Sulfatreduktion. 


Tabelle 4. Nitrat- und Sulfatreduktion in gleichzeitig wntersuchten Proben, beimpft 
mit Stamm 3. 


‘ | Versuchsdauer in Tagen a Versuchsdauer in Tagen 
INO, zugesetzt;  |-——= : SO, zugesetzt, 
berechnet als 3 7p, gh l0 14 berechnet als 3 | 7 10 | 14 
NH, mg/L pad rere oe ee TT ee | H,S mg/L 
mg NH,/L gefunden mg H.S/L gefunden 
ee eee eae) ee ee a Se ee 
168 | 125 | 139 | 153 | 156 276 38 | 216 | 243 | 248 
168 152 | 160 | 163 = 276 31 | 234 | 250 — 
336 84 | 176 — | 210 276 109 | 128 ; 127 | 126 
336 85 | 190 | 197 — 276 127 | 129. | 133 — 
504 179 | 212 | 272 | 206 276 Spuren 
504 181 | 270 — _- 276 “4 


— = Versuchsausfille. 
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3. Durch Steigerung der KNO,-Konzentration auf 0,3% (=504 mg 
NH,/L) wird die Sulfatreduktion vollkommen gehemmt, wahrend durch 
die Nitratreduktion noch 50%, des gebotenen NO, zu NH, umgewandelt 
werden. 

4. Die NH,-Bildung kommt nach 7 bzw. 10 Tagen mit dem Erreichen 
eines Wertes von 95—97°% zum Stillstand. Uber den Verbleib der rest- 
lichen 83—5% miissen noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt wer- 
den, da in der vorliegenden Arbeit quantitative Nitratbestimmungen 
unterblieben sind. 

Die Unabhangigkeit der Nitrat- von der Sulfatreduktion zeigen auch 
weitere Garversuche, bei denen kein Sulfat, sondern neben Lactat aus- 
schlieBlich Nitrat geboten worden ist. Die Versuche wurden in folgender 
Nahrlosung durchgefiihrt: K,HPO, 0,05% ; MgCl, 0,02%; KNO, 0,1%; 
Na-Lactat 0,35%; dest. H,O (Tab. 5). 


Tabelle 5. Verlauf der Nitratreduktion in sulfatfreier Néhrlésung, gepriiftan Stamm 3. 


| Rest-NO, 


berechnet 


; ; Rest-NO, | Kultur , 
Kultur- | NO, zugesetat mg bomiohaet oe NO, zugesetzt mg 
yAnet | dauer 


dauer | und berechnet NH,/L isa und berechnet | NH,/L al 
[L efunden See als mg NH;/L | gefunden eka 
Tage alsmg NH,/L | g NH,/L Tage g 3 NH,/L 


@) 168 0 (0,001) 168 3 168 160 8 
2 168 39 129 3 168 156 12 
2 168 38 130 7 168 170 — 
3 168 24 144 7 168 165 3 
3 168 25 143 14 | 168 167 1 


Die Bestimmungen, die an mehreren Parallelversuchen in Glasstdpsel- 
flaschen vorgenommen wurden, zeigen eine hinlangliche Ubereinstim- 
mung und beweisen das Stattfinden einer bisher nicht bekannten inten- 
siven Nitratreduktion durch die Sulfatreduzierer. Bei der mikroskopischen 
Kontrolle wurden gut bewegliche Spirillen von 1—1+/, Windungen fest- 
gestellt. Die Untersuchungen werden fortgefiihrt. 


Zusammenfassung. 


1. Aus der bisher unbekannt gewesenen Tatsache, da sich von den 
im festen Substrat einzeln eingesiten Sporovibrio-Zellen nur jene zu 
Kolonien entwickeln, die in der Nahe von einzelnen raschwiichsigen 
FeS-fillenden Kolonien liegen, die aus morphologisch und physiologisch 
‘gleichartigen Vibrionen bestehen, einerlei, ob zu den mehrfachen Wieder- 
holungen Zellen aus einer der geforderten oder aus der einen fordernden 
Kolonie verwendet werden, wird geschlossen, dai a) dem fiir Sporovibrio 
des. empfohlenen und verwendeten Nihr- und Garsubstrat ein fiir den 
Vermehrungseintritt unerlaBlich notwendiger Stoff — etwa biosartiger 
Wirkung — fehlt, und daf b) der Stoff von den Sulfatreduzierern selbst 
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gebildet wird. Nur dort vermégen einzeln eingesaéte Zellen im frischen 
Substrat zur Vermehrung zu schreiten, wo die Substanz in hinreichender 
Menge, entweder aus dem alten Substrat mitiibertragen (Massenimpfung) 
worden ist, oder wo wahrscheinlich Zellklumpen von diesem Stoff so viel 
mitbringen, daB sie im festen Substrat selbst zu Kolonien voraus heran- 
wachsen kénnen und dabei durch Neubildung des Stoffes und seine 


Diffusion in das umgebende Substrat an den hier einzeln eingesadten — 


Zellen die Vermehrung anregen. 

Der Isolierungserfolg hing in unseren wie wohl auch anderen Arbeiten 
bis jetzt zu einem Teil von dem Gelingen der Entwicklungsanregung der 
einzeln eingesiten Zellen durch Voraneilen gewisser Kolonien ab. Eine 
Reihe von physiologischen Untersuchungen wird daher erst nach Auf- 
klarung des Bioswirkung ausiibenden Stoffes méglich werden. 


2. Der Erfolg einer Isolierung wird zum andern Teil, wie erkannt wurde, 
durch die H,S-Resistenz der Begleitorganismen, die in der Anreicherungs- 
kultur erhalten bleiben, bestimmt. Letztere ist groBer als bisher ange- 
geben. 


3. Es wurden drei verschiedene Stimme von Sporovibrio desulfuricans 
isoliert, auf Verwertung von verschiedenen organischen Stoffen als H,- 
Donatoren und Hydrogenasewirkung untersucht und mit anderwarts ge- 
priften Stammen verglichen. Die Reduzierer eines weiteren Keim- 
gemisches konnten bis heute nicht isoliert werden. 


4, Die O,-Resistenz von Sulfatreduzierersuspensionen wurde quanti- 
tativ bestimmt und dabei eine betrachtliche Resistenz gegeniiber Sauer- 
stoff neuerlich festgestellt. 


5. Die Wirkung einiger Elemente (As, Co, Mn, P) wurde in einem 
weiten Konzentrationsbereich 107! bis 10-1 % untersucht. Mit der ver- 
wendeten tiblichen Versuchsmethodik ist bei einer Konzentration unter 
1076 % keinerlei Kinflu8& — weder ein hemmender noch ein fordernder — 
auf die Giirung nachweisbar. 


6. Anderwiirts als Wuchsstoffe wirkende Substanzen — Nicotinsiure- 
amid, b-Alanin, Aneurin, Mesoinosit, Cebion, Na-Pantothenat, Biotin, 
Hefeautolysat — bleiben ohne Einflu8 auf die Sulfatreduktion; Hefe- 
autolysat, festen Nahrbéden zugesetzt, wirkt wachstumsfordernd auf die 
Entwicklung der eingesiiten Keime. 


7. Es wird gezeigt, dai die Sulfatreduzierer imstande sind, Nitrat als 
eine vollwertige Stickstoffquelle an Stelle von Aminosiiuren oder Ammon- 
salzen bis zu einer Konzentration von 0,2°% KNO, zu verwenden. Die 
Nitratreduktion fiihrt, wie hier erstmalig gezeigt wird, zu einer raschen 
und quantitativen Umwandlung des NO, in NHy,. 


Nitrat- und Sulfatreduktion laufen gleichzeitig nebeneinander ab. 


| 


a 
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Zur Frage der Ammonentstehung 
im Stoffkreislauf der Natur’. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 
VIKTOR DENK. 


(Eingegangen am 17. Marz 1944.) 


Ammonentstehung, im Schrifttum als Ammonifikation oder Ammoni- 
sation bezeichnet, kann verschiedene biologische Vorgange zur Grund- 
lage haben. Wenn nur die bakteriellen beriicksichtigt werden, lassen sich 
nachstehende unterscheiden: 1. Ammonentstehung im Zuge des Abbaues 
von N-haltigen organischen Stoffen (Aminosiuren), die als Desaminie- 
rung bezeichnet wird. 2. Ammonentstehung im Zuge der Luftstickstoff- 
bindung. 3. Ammonentstehung im Zuge der Nitratreduktion. Auch die 
letztgenannte Entstehungsweise ist ein im Stoffkreislauf der Natur weit- 
verbreitetes Geschehen, nicht nur ein Teilgeschehen bakterieller und 
mykologischer Gairungen, sondern dariiber hinaus ein bei griinen und 
nicht griinen héheren Pflanzen weitverbreiteter Vorgang (WARBURG 1920, 
WaRBURG und NEGELEIN 1920, KostytscHEW und TswerTKowa 1921). 
Die Ammonentstehung der letzgenannten Art als Vorgang bakterieller 
Garungen soll im nachfolgenden betrachtet werden. 

Ehe auf die bisher bekannten Vorgiinge naher eingegangen wird, muB 
eine nomenklatorische Frage geklirt werden. Nach der Gepflogenheit des 
Schrifttums werden Vorgiinge, bei denen Ammon entsteht, als Ammoni- 
fikation bezeichnet. Da die Ausgangssubstanz einmal organische, ein 
anderes Mal anorganische N-haltige Verbindungen sein kénnen, empfiehlt 
es sich, ,,Ammonifikation* nur als tiibergeordnete Begriffsbezeichnung zu 
verwenden und die Entstehung von Ammon aus Aminosiéiuren und an- 
deren organischen N-haltigen Stoffen mit ,,Desaminierung‘‘, die aus an- 
organischen N-Quellen aber mit einem anderen Namen zu belegen. Man 
wird ferner gut tun, auch die Entstehung von Ammon im Zuge der Luft- 
stickstoffbindung besonders zu benennen (siehe dazu LIPMANN 1911). 

Wird zur Klassifizierung der Erscheinungen nicht wie bis jetzt das 
Giarungsprodukt, sondern der Ausgangsstoff herangezogen, so kann sich, 
wie es im Schrifttum der Fall ist, eine verschiedene Bezeichnungsweise 
ergeben. Die Ammonentstehung aus NO, wird als Nitratreduktion an- 

1 Die Arbeit war in Band 13, Heft 5, S. 479 dieser Zeitschrift gedruckt worden 


und ging mit der Vernichtung des Heftes verloren. Im iibrigen vergleiche man die An- 
merkung zum Titel der vorstehenden Arbeit von A. BauMANN und V. Denx (S. 283). 
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gesprochen, eine Bezeichnung, auf die man sich mit Lounts 1910 be- 
sonders festlegen zu miissen glaubte, weil es tiblich geworden war, dar- 
unter auch die Nitratreduktion zu verstehen, die zu elementarem Stick- 
stoff fiihrt. Fiir diesen oft untersuchten Vorgang ist es inzwischen wblich 
geworden, ihn als ,, Denitrifikation® zu unterscheiden. Hs ist zu erkennen, 
da®B der Ausdruck ,,Nitratreduktion® trotz der Festlegung eine tiber- 
geordnete Begriffsbezeichnung bleibt und daB es von Nutzen sein kann, 
fir die Ammonentstehung aus NO, einen besonderen Ausdruck zu 
pragen. Danach stiinde eine der ,,Denitrifikation’’ koordinierte Begriffs- 
bezeichnung zur Verfiigung. Als solche scheint vorderhand der Ausdruck 
, Nitratammonifikation’ brauchbar zu sein. 

Die Ammonentstehung aus NO, ist, wenn daraufhin das Schrifttum 
durchgesehen wird, keineswegs so griindlich untersucht worden wie etwa 
die Denitrifikation, der DesaminierungsprozeB oder die Luftstickstoff- 
bindung, so daB es berechtigt erscheint, auf den in der vorstehenden 
Mitteilung behandelten, von meiner Schiilerin A. Baumann 1943 aufge- 
zeigten, in seiner Art erstmaligen Fall wegen seiner Bedeutung im Stoff- 
kreislaufgeschehen der Natur naher einzugehen. 


Eine Nitratreduktion zu Ammon iiber Nitrit als Zwischenstufe hat als bakterielle 
-Umsetzung wohl als erster MarsHatt 1895 bei Bacillus mycoides nachgewiesen. 
Die zu dieser Zeit lebhaft untersuchte Denitrifikation fiihrte u. a. wohl auch MaassEN 
1901 dazu, weitere heterotrophe Bakterienarten auf die Fahigkeit zur Ammon- 
bildung aus Nitrat zu priifen. 27 der untersuchten Arten waren befahigt, auf einem 
Malat-Mineralsalz-Nahrboden Ammon aus NO, zu bilden. Es ist freilich in diesen 
Fallen zu keiner gréBeren Anhaufung gekommen, so daf es den Anschein hatte, als 
wiirde im wesentlichen nur soviel umgesetzt werden, als fiir eine N-Assimilation 
bereitgestellt werden mute. Es sind indessen von ihm keine Bilanzversuche ange- 
stellt worden, die eine genauere Beurteilung des umgesetzten Anteils erlauben wurden. 
Kurz darauf haben BriseRINCK und van DELDEN 1902 (S. 42) gelegentlich der 
Untersuchungen iiber die Assimilation des Luftstickstoffs durch Azotobacter chroo- 
coccum den Nachweis liefern kénnen, daB dieser Organismus wie zwei andere heran- 
gezogene Bakterienarten (Bacillus mesentericus vulg. und Bacillus subtilis) Ammon 
entstehen lassen kénnen, daB jedoch im ersten Fall die Nitratammonifikation 
anscheinend direkt, ohne Nitrit als Zwischenstufe zu durchlaufen, stattfindet, 
wahrend die beiden Bacillus-Arten Nitrit nachweisen lassen. Auch aus der Tat- 
sache, da diese beiden im Gegensatz zu Azotobacter Nitrit nicht zu Ammon zu 
reduzieren vermochten, wurde auf eine Verschiedenheit der Reduktionsprozesse in 
den beiden Fallen geschlossen. Einzelheiten iiber den Untersuchungsvorgang fehlen, 
so daB nicht zu erkennen ist, ob auch quantitative Bestimmungen erfolgt sind. 


Solche sind in eingehender Weise von SrokLasa und VITEK 1905 bei einer 
ganzen Reihe von Bakterienstémmen vorgenommen worden. Sie zeigten damit, 
da verschiedene bekannte Bakterien zur Ammonbildung aus Nitrat befahigt sind: 
Proteus vulgaris (2,81), Proteus zenkeri (13,1), Bacillus ramosus non liquefaciens 
(3,3), Bacillus mycoides (20,7), Bacillus subtilis (2,4), Bacillus megaterium (8,6), 
Clostridium gelatinosum (14,5). Die hinter den Namen in Klammern angeftihrten 
Zahlen geben die % des zu Ammon (NH;) umgesetzten, als 0,2% ige Losung 
gebotenen NaNO, bei Darbietung von Glykose als Kohlenstoffquelle an. Die Dauer 


der Versuche betrug 30 bis 50 Tage. Bei Darbietung von anderen Hexosen blieb der 
21 
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umgesetzte Teil weit hinter den genannten Zahlen zuriick. Bemerkenswert ist, dab 
Clostridium gelatinosum bei Darbietung von Arabinose in 45 Versuchstagen einen 
Umsatz von 45% des gebotenen Nitrats gezeigt hat. 

In der Folgezeit wurden weitere experimentelle Befunde durch qualitative und 
quantitative Untersuchungen von KiaEsEr (1914) gebracht, die die Beobachtungen 
von Maassen, Sroxiasa und VirexK in der Richtung bestiatigen, daB auch noch 


wat tas. pea geal ia 


a_i 


andere saprophytische Bakterien die Fahigkeit besitzen, zum Teil in erheblichem — 


AusmaB (Bacillus subtilis) Nitrat in Ammon umzusetzen. Da jedoch Kontroll- 
versuche fehlen, bediirfen diese Versuche noch der Nachprifung, bei der unter 
anderem auch die Ammonentstehung im Verlaufe mehrerer, aneinder schlieBender 
Giarfolgen (,,Passagen‘‘) festzustellen wire, da es bei verschiedenen Garvorgangen 
hinreichend viele Beispiele dafiir gibt, daB die in der ersten Garfolge gewonnenen 
Ausbeuten in der zweiten oder nachsten Folge stark oder auf Null absinken kénnen. 

Trotz dieser Befunde schlieBt KLarseEr (S. 422), ,,daB es sich bei der Reduktion 
der Nitrate zu Nitrit und zu Ammoniak um einen Prozef handelt, der den Bakterien 
zur Deckung ihres Stickstoffbedarfs dient, also zum plastischen Teil des Stoff- 
wechsels gehort... Von einer Ammoniakgarung zu sprechen, wie es KrusE 1910 
nach den Ergebnissen von Maassen, dessen Bakterien haiufig gré6Bere Ammoniak- 
mengen anhauften, fiir méglich halt, ist kein Grund vorhanden. Diese Ammoniak- 
aufspeicherung, die auch in unserem Fall haufig vorhanden war, kann man sich 
auch auf die gewohnliche Weise durch Reduktion erklaren.‘‘ 


Sonst finden sich im Schrifttum keine weiteren experimentellen Bei- 
triage, die das tiber die Nitratammonifikation Bekannte vertiefen wiirden 
(siehe Rrprpet 1939). Wohl aber finden sich zahlreiche Beitrage zu den 


Nitratreduktionsvorgiingen, die als Denitrifikation bezeichnet zu Nitrit 
und elementarem Stickstoff fiihren. 


Die Ermittlungen von BAUMANN zur Frage des Nitrateinflusses auf 
die Sulfatreduktion stellen somit neue und wichtige Befunde dar. Neben 
dem Nachweis, daf Sulfatreduzierer auch Nitrate in hervorragender 
Weise zu reduzieren vermégen, wird gezeigt, daB 1. KNO, bei einer 
Konzentration von 1000 mg/l mit Lactat geboten in 4 Tagen praktisch 
quantitativ zu Ammon reduziert wird, daB 2. die beiden Reduktions- 
prozesse gleichzeitig, am Nitrat mit gréBerer, am Sulfat mit geringerer 
Intensitat ablaufen und daB 3. die Nitratreduktion die Rolle der Sulfat- 
reduktion in dem Oxydoreduktionsvorgang wenigstens teilweise tiberneh- 
men kann. Wir haben es somit mit einem Vorgang zu tun, der durch die 
Intensitaét seines Ablaufes ein biochemisches Geschehen darstellt, dem 
im Stoffkreislauf der Natur eine besondere Rolle zukommen mu und 
fiir das, wenn man will, die von Krusg erwogene, von KLAESER abge- 
lehnte Bezeichnung ,,Ammoniakgirung‘‘ verwendet werden kénnte. 


In eutrophen Seen, deren GroBriiumigkeit das Stoffkreislaufgeschehen 
wihrend der Stagnationsperiode in der Vertikalverteilung der Stoffe be- 
sonders klar zum Ausdruck bringt, fiithren die epilimnischen Wasser- 
massen den Stickstoff als Nitrat, die hypolimnischen als Ammonver- 
bindungen. In der Sprungschichte finden sich bisweilen Spuren von 
Nitrit (s. RurrNer 1940, S. 65, 72). Der Ubergang von den Nitrat- zu 
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den Ammon-fiithrenden Wassermassen ist derart, daB auf eine rasche Um- 
setzung wahrend der Sommerstagnation geschlossen werden mu. Zur 
Erklarung dieser Erscheinung wird nach Rurrner 1940 (S. 65) ange- 
nommen, daf die mit der Herbstzirkulation hinabgelangten Nitrat- 
mengen der Denitrifikation verfallen, also als elementarer Stickstoff 
verloren gehen, und dafi die nachweisbaren Ammonmengen des Hypo- 
limnions aus Kiweifabbauvorgangen herriithren. Gegen die Richtigkeit 
dieser Annahme sprechen (nach miindlicher Mitteilung von Prof. Rurr- 
NER) die Ergebnisse hydrochemischer Untersuchungen der organischen 
Stickstoffverbindungen und des Ammons, die das zu erwartende Mengen- 
verhaltnis auch nicht annaihernd zeigen. Beim Lunzer Obersee behalf 
man sich mit der Annahme, daf der ausgedehnte Schwingrasen die Aus- 
gangsstoffe fiir die Ammonbildung liefere. 

Der Nachweis einer so rasanten Nitratreduktion durch reingeziichtete 
Sulfatreduzierer 1a8t die im Hypolimnion vorkommenden Ammon- 
mengen nicht mehr als Ergebnis eines EiweiBabbaues auffassen. Zur 
naheren Priifung der Bedeutung der Nitratammonifikation unter den im 
Lunzer Obersee gegebenen hydrochemischen Verhaltnissen wurden nach- 
stehende Versuche unternommen, mit denen ermittelt werden sollte, bis 
zu welchem Ausmaf die im natiirlichen Wasser vorkommenden orga- 
nischen Stoffe als H-Donatoren und Energiequellen einer Nitratreduk- 
tion durch die natiirliche Biocoenose und durch die reingeziichteten 
Sporovibrio dienen k6nnen. 

Es wurden epilimnische Wasserproben aus 3,5m Tiefe und hypolimnische 
Wasserproben aus 12m Tiefe mit dem groBen Wasserschépfer der biologischen 
Station Lunz am See aus dem Obersee am 6. September 1943 entnommen und in 
Schottschen Milchflaschen luftblasenfrei fiir den Transport untergebracht, da der 
Garansatz an Ort und Stelle wegen der Vorbereitung gewisser Kontrollen nicht. 
ausgefiihrt werden konnte. Zur Zeit der Probeentnahme herrschte im See nach- 
stehende Sauerstoff- und Temperaturverteilung, die Herr Prof. Rurrner im Zuge 


seiner eigenen Untersuchungen ermittelt (3. September) und fiir die vorliegende 
Mitteilung in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt hat. 


ay 


Tiefe in m Temperatur O, mg/Liter Tiefe in m Temperatur | O. mg/Liter 
1 13,4 9,81 8,5 5,6 0,86 
3 10,7 10,10 10,0 5,4 0,44 
5 9,1 j. 10,12 HG) 5,25 | 0,24 
a | 9) 9,67 12,0 | 4,95 | Orit 
BOR Sn G ih 14,0 4,6 gaa 
8,0 4 \e ' 0,82 | 


Bis zur Verarbeitung der Proben im Prager Laboratorium wurden 
sie, die Zeit des Bahntransportes ausgenommen, im Kihlschrank bei 
+ 4° C gehalten. Mit ihnen wurden nachstehende Garansitze in je drei- 
facher Ausfihrung in sterilen 40 cm® Glasstépselflaschen eingerichtet und 


312 Viktor DENK: 


der Stoffumsatz der Lésung nach 3 bzw. 6 Tagen durch kolorimetrische 
Ermittlung der vorhandenen Ammonmenge festgestellt. 

I. Mit Scnorrschem Bakterienfilter (Nr. 4117) entkeimte Teilprobe 
wurde ohne weiteren Zusatz aseptisch in den Flaischchen untergebracht, 
um die natiirlicherweise zur Zeit der Probeentnahme (bzw. Versuchs- 
beginn) vorhandene Ammonmenge kennenzulernen. 

II. In einer anderen, in gleicher Weise entkeimten Teilprobe wurde 
durch Zusatz von 1 cm? einer sterilen 5°% igen KNO,-Lésung der Nitrat- 
gehalt auf 1150 mg/l gebracht und die so vorbereitete Teilprobe aseptisch 
in den Flaschchen verschlossen, um festzustellen, ob auch ohne Tatigkeit 
von Mikroorganismen ein Nitratabbau zu Ammon stattfindet. 

III. Eine weitere in der gleichen Weise entkeimte Teilprobe wurde mit 
1 cm? einer sterilen 5° igen KNO,-Lésung (Nitratgehalt der Versuchs- 
lésung = 1150 mg/l) und 1 cm? einer 6 Tage alten Kultur in fliissiger 
Nahrlésung von Sporovibrio desulfuricans Stamm 3 versetzt und in den 
Flaschchen aseptisch verschlossen, um zu ermitteln, wieviel Ammon aus 
dem gebotenen KNO, bei der gegebenen Beschaffenheit des Standort- 
wassers (Gehalt an organischen H-Donatoren und Energiequellen) ge- 
bildet wird. Mit dem einen Kubikzentimeter Impffliissigkeit wurden den 
40 cm® Versuchslésung rund 0,28 mg Schwefelwasserstoff zugefiihrt, so 
da eine Anfangskonzentration von rund 7 mg/l H,S eingerichtet war. 
Damit war fiir das notwendige anfingliche Redoxpotential selbst bei 
weitgehendem Verbrauch des H,S zur O,-Vernichtung gesorgt. 

IV. Mit einer nicht entkeimten Teilprobe wurde in der gleichen Weise 
wie Probe IIT ein Giransatz vorbereitet, um zu erfahren, wieviel Ammon 
durch die natiirliche Bakterienflora aus dem gebotenen KNO, entstehen 
kann. 

V. Mit einer -weiteren nicht -entkeimten Teilprobe wurde schlieBlich in 
der gleichen Weise wie Probe IV ein Giransatz eingerichtet, um die 
Ammonmenge kennenzulernen, die durch Zusammenwirken der natiir- 
lichen Keime mit denen des Sporovibrio desulfuricans Stamm 3 aus dem 
gebotenen Nitrat gebildet werden kann. 

Das Standortwasser aus 3,5 m Tiefe wurde aus éuBeren Griinden nur 
zu einem Giransatz, und zwar dem Versuch IV entsprechend (natiirliches 
Keimgemisch und 1 em? einer 5°, igen KNO,-Lésung), verwendet und 
aseptisch in den VersuchsgefiiSen untergebracht. Diese Probe hatte die 
Reduktionsfahigkeit des in diesen Wasserschichten vorkommenden natiir- 
lichen Keimgemisches, das allerdings am Standort nicht unter asep- 
tischen Bedingungen entnommen war, sicherzustellen. 

Die Fiillung der Flaschchen geschah in der Weise, daB in die sterilen 
VersuchsgefiBe zunichst ein gréBerer Teil der Wasserprobe eingebracht 
und die Zusitze hinzugefiigt wurden. Danach wurden die Flaschchen mit 
der Teilprobe angefiillt und luftblasenfrei verschlossen. Alle Flaschchen 
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wurden im Dunkeln bei 25° C bebriitet. Das Ergebnis der Bestimmungen 
ist in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. In ihr ist nicht ver- 
zeichnet der Kintritt der Graufirbung der Lésung im Versuch V der 
hypolimnischen Wasserprobe durch FeS-Bildung als Folge einer Sulfat- 
reduktion. Die Ergebnisse der geschilderten Vorversuche besagen fol- 
gendes: 


Ammongehalt in mg/Liter 


Versuchslosung : Probe aus 12 m Tiefe Probe aus 3,5 m Tiefe 
‘ Standortwasser Versuchsdauer in Tagen | Versuchsdauer in Tagen 
er phy ler oes hdc Sach A aah ORAS 
I. steril ohne Zusitze ........... == a.006: 4) 0,06 kleiner als 0,001 


II. steril mit 1150 mg Kaliumnitrat | 0,12 | 0,1 0,15 — — 
ILI. steril mit 1150 mg Kaliumnitrat | | 


und Sulfatreduzierer.......... SHOWS 0 6,0 — Wivagi 
IV. Natitirliche Keime und 1150 mg | | | 
Koliummnitrat 2 oo ese seas ak | 0,85 | 0,9 -| 0,75 | 0,15 0,25 


V. Natiirliche Keime und 1150 mg 
Kaliumnitrat und Sulfat- 
PECuUZlereP ey Weds ose es ok 9,0 9,0 7,0 — bee 


1. Das natiirliche Keimgemisch der 12 m-Tiefe vermag schon in der 
Zeit von 3 Tagen 0,5—0,6 mg/l Ammon aus Kaliumnitrat als Maximal- 
menge umzusetzen. 

2. Die der 12 m-Tiefenprobe zusiatzlich zugefiihrten Sulfatreduzierer 
vermégen auf Kosten der natiirlicherweise vorhandenen und mit der 
Impffliissigkeit mitgebrachten! organischen H-Donatoren in der gleichen 
Zeit noch weitere, etwa 4—6 mg/l Ammon aus dem zugesetzten Nitrat 
zu bilden. Gleichzeitig tritt eine leichte Sulfatreduktion ein’. 

3. Die dem Standort nicht einmal besonders aseptisch entnommene 
epilimnische Wasserprobe aus 3,5 m Tiefe liBt bei dieser Versuchsanord- 
nung keine groBenordnungsmaBig aihnliche Ammonentstehung erkennen. 

4. Die auf Kosten der vorhandenen organischen H-Donatoren mégliche 
Nitratammonifikation ist praktisch schon nach 3 Tagen abgeschlossen, 
da nach weiteren Versuchstagen keine Steigerung des Ammongehalts zu 
sehen ist. Die Erschépfung an geeigneten Donatoren bzw. Energiequellen 
stellt anscheinend den begrenzenden Faktor dar. 


1 Die Menge an mit der Impffliissigkeit mitgebrachten H-Donatoren (Lactat) 
wurde nicht bestimmt. Nach der Menge an gebildetem H,S (280 mg/L) zu schlieBen, 
konnten noch ausschlaggebende Mengen an Lactat und Abbauprodukten (Acetat) 
eingetragen worden sein. Die eingetragene NH,-Menge konnte maximal rund 
0,3 mg/L betragen. 

2 Sie ist offenbar durch die Lebensgemeinschaft an Sulfatreduzierern hervor- 
gerufen, an der von mir (CzuRDA 1940) die auffallende Tatsache beschrieben worden 
ist, daB durch sie eine Sulfatreduktion auch bei Ausschlu8 von bekannten H-Dona- 


toren eintritt. 
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Mit diesen Vorversuchen ist gezeigt, daB die in der Natur in hypo- 
limnischen Wasserschichten der Seen und wohl auch in anderen sauer- 
stoffarmen bzw. -freien, an organischen Stickstoffverbindungen armen 
Biotopen vorkommenden Ammonmengen nicht aus Desaminierungs- 
prozessen, sondern aus einer in ihrer Wirksamkeit noch nicht bekannt 
gewesenen Nitratreduktion stammt, die als einer der im Stickstoffkreis- 
lauf der Natur ausschlaggebenden Vorgiinge anzusehen ist und mit 
anderen schon bekannten Fallen zusammen als Nitratammonifikation 
bezeichnet werden soll. Wenn der Umsatz des Nitrats zu Ammon als — 
natiirliches Vorkommen bereits angenommen werden konnte (BUCHANAN 
und Futmer, 1930, Bd. III, S. 192, SrepHENson 1930, 8S. 99, KrusE1910, 
S. 612), so hat es sich doch bei den dieser Annahme zugrunde liegenden 
Fallen um infolge ihrer geringen Umsatzgeschwindigkeit wenig wirksame 
Umsetzungen gehandelt, die meist, wie jetzt zu sehen ist, praktisch nicht 
zur Auswirkung kommen diirften. Wenn hier zusammen mit der vorher- 
gehenden Mitteilung die Nitratammonifikation in ihrer Wirksamkeit im 
kiinstlichen und natiirlichen Substrat an Sporovibrio desulfuricans dar-_ 
gelegt werden konnte, so ist wohl auBer Zweifel, da damit nur einer — 
von mehreren méglichen Fallen aufgezeigt worden ist. Es ist zu ver- 
muten, da noch andere, besonderen Stoffwechselgruppen zugezahlte 
und dementsprechend anders benannte Anaerobier an der gleichen Um- 
setzung im Zuge ihrer Oxydoreduktionsvorgiinge teilnehmen diirften. 


—— 


ee ee ee eee 


In dem hier aufgezeigten Vorgang liegt das Gegenstiick zur Nitri- | 
fikation vor. 
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(Aus dem Institut fiir Technische Mykologie der T. H. Miinchen in Weihenstephan.) 


Beitrage zur Physiologie 
und Technologie der Fettbildung bei Mikroorganismen!. 


Von 
KARL LUDWIG SCHULZE. 


Mit 14 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 8. September 1949. ) 


Wahrend des letzten Krieges wurde an verschiedenen Laboratorien versucht, die 
Frage der mikrobiologischen Fettsynthese weiter zu klaren und, wenn méglich, einer 
technischen Lésung naherzubringen. In die Reihe dieser Versuche gehéren auch 
die im folgenden beschriebenen Arbeiten (K. L. Scuutzz, 1940, 1941), die in den 
Jahren 1942—44 zur erstmaligen groftechnischen Erzeugung einer fettreichen 
Hefe aus Sulfitablauge fiihrten?. 


I. Ein neues Verfahren zur kontinuierlichen Ziichtung 
deckenbildender Mycelpilze. 


Die ersten Versuche® strebten eine Verbesserung des seit den bahn- 
brechenden Arbeiten von LINDNER (1922) allgemein verwendeten Ober- 
flachen-Ziichtungsverfahrens an. Es ist bekannt, da die technische 
Durchfiihrung dieses Verfahrens vor allem daran scheiterte, da8 zuviel 
teuere Oberflachen fiir die Kulturschalen und zuviel Handarbeit fiir 
deren Entleerung und Neubeimpfung erforderlich war. 


Als Nahrlésung wurde Molke benutzt. Etwa 30 verschiedene Mikroorganismen- 
Stamme wurden aus natiirlichen Vorkommen auf Quark und Molke isoliert und auf 
Wuchsfreudigkeit sowie Fettbildungsvermégen geprift. Darunter zeichneten sich 
mehrere aus, die wahrscheinlich der Art T’richosporon cutaneum angehorten*. Diese 


1 Gekiirzte Wiedergabe einer Habilitationsschrift, die 1949 bei der T. H. Miin- 
chen unter dem gleichen Titel eingereicht wurde. Die Literatur tiber die autotrophen 
fettbildenden Mikroorganismen (Diatomeen, Griinalgen) ist nicht mit beriicksichtigt 
worden. 

2 Berichtet wurde dariiber erstmals auf der Arbeitstagung des Vereins der 
Zellstoff- und Papierchemiker u. -Ingenieure am 26. November 1942 in Darmstadt 
in einem Vortrag von E. Scumipt. Ein Referat dazu erschien 1943 in ,,Die Chemie“ 
56/93. Kurz zuvor verdffentlichte C. KravucH in ,,Der Deutsche Chemiker* 9/3 
(1943) einen Bericht iiber die Entwicklung der industriellen Chemie seit 1933, wo 
sich der Abschnitt ,,Garungschemie“ auf das von mir entwickelte Verfahren bezieht. 
1947 brachte die ,,Angewandte Chemie“ 59/16 eine Publikation von E. ScHMIDT, 
worin der Abschnitt iiber die Fetthefeerzeugung eine zum Teil unkorrekte Dar- 
stellung meiner Arbeiten gibt. Der Name des Verfassers wurde in diesen Veréffent- 
lichungen nicht genannt. 

3 Durchgefiihrt 1940 am Institut fiir Mikrobiologie der Univ. Gottingen, Dir: 
Prof. Dr. A. RrepEL-BALDEs. 

4 Nach miindlicher Mitteilung von Herrn Dr. 8. Wrnpiscu, T. H. Miinchen. 
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Art hat morphologisch und physiologisch Ahnlichkeit mit dem von LINDNER ver- 
wendeten Endomyces vernalis und ist synonym mit Oospora moniliaformis. (WEIGM. 
et Wo rr). Sie assimiliert Lactose gut und besitzt kein Garvermégen. Auf ruhender 
Nahrlésung bildet sie weiBe bis cremfarbige, gefaltete Decken. Der Milchzucker- 
gehalt der verwendeten Molken lag im Durchschnitt bei 3,6% . Der Milchsauregehalt 
betrug etwa 0,6%. Dazu miissen als C-Quellen noch geringere Mengen an Zitronen- 
siiure gerechnet werden, die in Molken ebenfalls enthalten ist. Die optimale Tem- 
peratur betrug 24° C. Temperaturen iiber 35° C fiihrten bereits zu Schadigungen 
der Kulturen. Der optimale py-Wert ergab sich zu 4,5—5,0, dem Wert, den Molken 
meist von Natur aus besitzen. Er verschob sich im Laufe des Wachstums stets auf 
PH 7 und dariiber, da die Milchsiure und wohl auch die Zitronensaure assimiliert 
werden. Die Milchsiure wurde sogar rascher verbraucht als der Milchzucker. In 
einem Fall war der pq-Wert von 4,6 auf 6,8 gestiegen, wihrend der Milchzucker 
erst um 1/, abgenommen hatte. 

Da mit den ansteigenden py-Werten das Bakterienwachstum stark gefordert 
wird, erwies es sich als zweckmaBig, den Molken 0,1% Ammonsulfat hinzuzufiigen. 
Molke enthalt relativ wenig assimilierbaren Stickstoff, das NH,-lon wird daher 
rasch verbraucht und das freiwerdende SO,-Ion kompensiert die aufgenommene 
Milchsaéure. Auf diese Weise wird neben der Zufuhr von assimilierbarem Stickstoff 
gleichzeitig eine Regulation des py-Wertes erreicht. Der Zusatz von Wirkstoffen 
wie Vit. B, oder Spurenelementen wie Kupfer, Eisen, Zink und Mangan ergab keine 
Steigerung der Ertrage. Dagegen zeigte sich, daB die Wuchsform des Mycels durch 
derartige Zusitze stark verandert werden konnte, so daB z. B. nur noch submerses 
Mycel entstand. Jedoch konnten diese Fragen, insbesondere die der Submers- 
Ziichtung damals nicht weiter verfolgt werden. 


Zugaben von Phosphorsalzen steigerten und beschleunigten das Wachstum 
deutlich. Dabei sank jedoch der Fettgehalt. Gleichzeitig waren morphologische Ver- 
anderungen feststellbar. Es bildete sich mehr fadiges Mycelgeflecht, waihrend ohne 
Phosphatzusatz ein stirkerer Zerfall in Oidien und SproBconidien eintrat. 


Bei der Kultur auf ruhender Nahrlésung in Prerrischalen war nach 
5 Tagen das Maximum an Pilzsubstanz erreicht. Die Ausbeuten betrugen 
18—21g Trockensubstanz je Liter Molke. Der Rohfettgehalt der ge- 
ernteten Mycelien lag bei23—36 %, bezogen auf Trockensubstanz. Im Mittel 
wurden 26%, Rohfett und 16% Rohprotein festgestellt. Die Fettbestim- 
mung erfolgte nach der Methode von Scumip-BoNnpzINsKy, die auch 
GEFFERS (1937) angewandt hat. Bei durchschnittlich 20 g Pilztrocken- 
substanz je Liter Molke ergaben sich demnach folgende Ausbeuten 


Tabelle 1, Vergleich zwischen Trichosporon, Endomyces und Oospora. 


je 100 g angewandter Zucker 


Organismus —— ——— — Rohprotein | Kulturd: 
RS Pilztrockensubstanz : abe « 
und Rohstoft eh ee Je E Rohfett in g | ing in Tagen 
| 

Trichosporon | 

(Molke) ...... | 47,6 12,4 Lpomy 6 5 
Endomyces | 

(Melasse) .... 37 15,5 — 5 
Oospora / 

(Molke) ...... 47,9 | 14,3 seed, vast 5 
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(Tab. 1) im Vergleich mit den von friiheren Autoren erreichten Werten 
bei Endomyces (LINDNER, 1922) und Oospora (FINK u. Mitarb., 1937). 
Trichosporon liefert also in bezug auf Wachstumszeit, 'Trockensub- 
stanz- und Fettausbeute ganz ahnliche Werte wie Oospora lactis. Eine 
Weiterentwicklung auf diesem Gebiet 
war daher nur von einer Verbesserung 
der Ziichtungstechnik zu erwarten. 
Der geeignete Weg um Kulturfliche 
zu sparen, schien die Verwendung senk- 
recht hangender Gitter mit einer 
Maschenweite von etwa 1/,cm? zu 


SIO 
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Abb. 1a und b. Schema der Gitterapparatur. 4 Vor- 
ratsbehilter fiir die N&hrlésung. B Kasten fiir die 
Gitterflichen. .D Ablaufbahn. # Sammelbehalter. 
F Luttzufuhr. G Impfstutzen. H Abluft. b Gitter in 

Seitenansicht mit Impfrinne. Abb. 2. Gitterapparatur im Modell. 


sein. Der Pilz sollte auf der Gitterfliche wachsen, waihrend er von oben 
mit Nahrlésung berieselt wurde. Zur Vermeidung von Infektionen wur- 
den die Gitter in einem geschlossenen, schrankartigen Kasten aufge- 
hangt. Eine Seite des Kastens war als Glastiir ausgebildet, um die Gitter 
beobachten zu kénnen. Die Luftversorgung erfolgte durch Stutzen mit 
WatteverschluB. 


Die danach entwickelte Apparatur (K. L. Scuunze, 1940) hatte folgenden Auf- 
bau (Abb. 1 u. 2): Im Kolben A befindet sich die Nahrlosung. Er ist mit einem 
AbfluBhahn zur Regulierung der Zulaufgeschwindigkeit versehen. Die Nahrlosung 
tropft iiber eine Verteilerrinne auf die senkrecht hangende Gitterflache C. Von 
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diesen Gitterflichen kann man natiirlich mehrere nebeneinander aufhangen. Die 
Impfung geschieht mit einer Aufschwemmung einer Reinzucht des Pilzes durch den 
Impfstutzen G. Die Aufschwemmung gelangt in die Verteilerrinne, wo auch zu- 
nachst das Wachstum beginnt. Durch die zulaufende Nahrlésung wird das Material 
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Abb. 3. Abb. 4. 

Abb. 3. Gitterflache nach etwa 20 tagigem Betrieb. Der Pilz ( Trichosporon) hat die ganze Fliiche mit einer 

Decke tiberzogen. Die Unterschiede zwischen den Zonen sind teilweise erkennbar. Nihrlésung: Molke. 

Abb. 4. Gitterfliiche mit einer Pilzdecke bewachsen. Ein Teil der Pilzmasse hat sich durch das eigene 

Gewicht abgelést und ist auf die Ablaufbahn gefallen. Von der Impfrinne aus beginnt neues Wachstum. 


in der Folge itiber die ganze Gitterflache verteilt, die sich bald mit einer dichten 
Pilzschicht tiberzieht (Abb. 3). Die Pilzschicht nimmt im Lauf von einigen Wochen 
so an Dicke zu, daB sich Teile davon durch ihr eigenes Gewicht vom Gitter lésen 
(Abb. 4). Sie fallen dann auf die geneigte Ablauffliche D und gleiten darauf zu- 
sammen mit der verbrauchten Nahrlésung in den Sammelbehalter E. Die freigewor- 
denen Gitterstellen wachsen selbsttitig von haftengebliebenen Pilzresten aus wieder 
zu. Diese Anordnung hat bemerkenswerte Vorteile gegeniiber dem alten Schalen- 
verfahren: 
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1. Die Kulturflachen hangen senkrecht und sind doppelseitig bewachsen. Man 
spart dementsprechend an Grund- und Kulturflache. 

2. Der Betrieb ist voll kontinuierlich. Solange Nahrlésung zulauft, wichst die 
Pilzdecke und fallt selbsttatig aus dem Apparat heraus, im Gegensatz zum Schalen- 
verfahren, wo nach 5 Tagen stets wieder neu angesetzt werden muB. 


3. Es ist keine Handarbeit mehr erforderlich, wie etwa bei der Bedienung der 
Schalen. 


Die Laboratoriumsversuche haben erwiesen, daB der eingeschlagene Weg durch- 
aus gangbar war. Allerdings waren eine Reihe von Schwierigkeiten zu iiberwinden. 


1. Das Gittermaterial muBte sehr korrosionsfest sein. Es lieBen sich jedoch 
Kunstharz-Lacke finden, mit denen man auch gewoéhnlichen diinnen Eisendraht 
tiberziehen und verwenden konnte. 

2. Die zulaufende Nahrlosung verteilte sich nicht gleichmaBig auf die ganze 
Flache. Dieser Fehler wiirde sich aber bei GroBversuchen stark vermindern, da man 
dann mit entsprechend gréBeren Zulaufmengen zu rechnen hat, die sich besser ver- 
teilen lassen. 

3. Die dauernde Sterilhaltung der Apparatur verlangte viel Sorgfalt. Insbeson- 
dere muBte die Glastiir am Gitterkasten dicht schlieBen. Durch Filzbelage lieB sich 
das zufriedenstellend erreichen. 


Ergebnisse mit der Apparatur. 


Als erstes zeigte sich, daB schon auBerlich 3 Wachstumszonen zu 
unterscheiden waren (vgl. Abb. 3): 


Zone I; Sie entsteht an der EinfluBstelle der Nahrlésung (im vor- 
liegenden Fall Molke). Der Pilz bildet hier eine feuchte, schwachrosa 
gefarbte Masse. Es war ersichtlich, daB er hier am schnellsten wuchs, da 
diese Schicht stets die dickste war. Sie ist von weicher Beschaffenheit, 
und es lassen sich leicht Teile davon ablésen. 


Zone IT: Sie schloB® sich an Zone I an und besaB die groBte Ausdeh- 
nung unter den 3 Zonen. Sie bestand aus einer weifen, feingefalteten 
Decke und war von fester Beschaffenheit. Ihre Oberflache war nicht 
mehr feucht, sondern trocken. Die Nahrlosung flo dementsprechend 
hier unter der Decke entlang. Offenbar hatten sich in dieser Zone neben 
anderem auch die Oberflacheneigenschaften der Zellwinde geandert, sie 
waren hydrophob geworden. 

Zone III: AuBerlich war sie nicht sehr verschieden von Zone II. Sie 
bestand ebenfalls aus einer gefalteten Decke, aber die Farbe war mehr 
elfenbein bis gelblich und die Konsistenz mehr schmierig. 

Einen tieferen Einblick in die Unterschiede der 3 Zonen gibt die 
mikroskopische Untersuchung, von der die mikrophotographischen Ab- 
bildungen 5a, b, ¢ einen Eindruck vermitteln. Die Pilzmasse der Zone I 
(Abb. 5a) besteht aus lauter kurzen Fadenstiicken, die alle in lebhaftem 
Wachstum und rascher Teilung begriffen sind. Die Zellen zeigen deutlich 
ihren embryonalen Charakter. Sie sind sehr zartwandig und ganz von 
feinkérnigem Protoplasma erfiillt. Vakuolen oder Fettgranula sind nicht 
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vorhanden. Die Fadenstiicke zerfallen offenbar nach der Querwandbil- 


dung sofort wieder in ihre Einzelteile, da keine mehrzelligen Faden zu 


beobachten sind. Die Zusammensetzung aus lauter freiliegenden kleinen 


Teilstiicken ist die Ursache dafiir, da der Pilz in dieser Phase keine feste — 


Decke bildet, sondern eine weiche Masse. 


In der Zone II (Abb. 5b) hat sich die Wuchsform des Pilzes vollig — 


verandert. Es ist ein Geflecht von langen Mycelfaden entstanden, die 
reines Spitzenwachstum zeigen. Im Plasma sind Vakuolen und die 
ersten Fettgranula erkennbar. Die Bildung des Mycelgeflechtes gibt die 


Abb. 5. Trichosporon in Gitterflichenkultur. Mikroskopisches Bild aus Zone I (a) II (b) und JIT (ce). 


Erklarung fiir die Entstehung einer festen zusammenhangenden Decke. 
AuBerdem miissen sich, wie bereits betont, die Oberflichen-Eigenschaf- 
ten der Zellwinde geandert haben, da sie sich nicht mehr so leicht 
benetzen lassen. Im Mikroskop ist nur zu bemerken, da die Zellwande 
dicker geworden sind. 

In der Zone IIT (Abb. 5c) sind nur noch wenige Mycelfaden vorhanden. 
Die Pilzmasse ist fast ausschlieBlich in lingliche Oidien zerfallen, die 
reichlich SproBconidien bilden. Diese Erscheinung gibt die Erklaérung 


dafiir, daB hier keine feste Decke, sondern eine mehr schmierige Masse 


vorhanden ist. Bei allen Zellen ist der plasmatische Inhalt verringert. 
Vacuolen sind nur gelegentlich zu erkennen. Dagegen fallen iiberall stark 
lichtbrechende Fett-Trépfchen auf, die die Zellen oft ganz ausfiillen. 
Zone III umfabt also dasjenige Stadium, in dem die eigentliche Fett- 
speicherung stattfindet. 

Ganz ahnliche Beobachtungen machte auch HErpE (1939) bei Endo- 
myces vernalis. 

Dieses Ergebnis ist in mehrfacher Hinsicht interessant. Der Vergleich 
der 3 Zonen ergibt zuniichst, daB die Fettspeicherung stets erst in den 
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spaten Stadien des Lebenszyklus einsetzt. Man kann also, ebenso wie 
bei Endomyces (LINDNER) auch bei T'richosporon von einer EiweiB- und 
einer Fettphase sprechen. Ferner erkennt man, wie sehr die morpholo- 
gische Entwicklung und die physiologischen Vorgange bei Pilzen von 
AuBenbedingungen gesteuert werden. Das Auftreten der 3 Zonen ist 
offensichtlich eine Folge der Veranderungen, die die Nahrlésung auf 
ihrem Wege von oben nach unten durch den Stoffwechsel des Pilzes 
erleidet. Wohl kann man das Stadium der Zone I als die Jugendform des 
Pilzes betrachten. Sie ist durch rasches Wachstum und stiindige Produk- 
tion neuer Zellen gekennzeichnet. Der Pilz verbleibt aber in diesem 
Stadium, solange frische Nahrlésung zuflieBt. Es ist also nicht so, daf 
nun aus einer inneren Rhythmik des Organismus heraus das Alters- und 
Reifestadium folgen mii&te. Hierin liegt ein prinzipieller Unterschied 
gegentber den hoheren Pflanzen und Tieren. Man denke etwa an eine 
Tomatenkultur in flieBender Nahrlésung. Bei den hoheren Organismen: 
erfolgt der Ablauf der Lebensstadien weitgehend unabhaingig von den 
AuSenbedingungen nach einem festliegenden inneren Rhythmus, den 
man zwar modifizieren kann, aber nicht aufhalten. Die Begriffe Jugend-, 
Reife- und Altersstadium sind daher bei Pilzen nur in Analogie zu den 
Verhaltnissen bei den héheren Pflanzen verwendbar, sie haben aber nicht 
denselben Inhalt. Da8 z. B. die Wuchsform der Zone I bei T'richosporon 
gewohnlich nicht zur Beobachtung kommt, liegt nur daran, daf Pilz- 
kulturen in der Regel in ruhenden Nahrlosungen oder auf festen Sub- 
straten untersucht werden. Dabei wird schon kurze Zeit nach der Be- 
impfung durch die Stoffaufnahme und -abgabe des Pilzes das Milieu 
derart verandert, da das Stadium I rasch voriibergeht und die Mycel- 
bildung einsetzt. Diese zweite Wuchsform und eben-o die Oidien- bzw. 
SproBconidienbildung ist offenbar viel weniger empfindlich gegen Ver- 
anderungen im Substrat, so daB sie langsam ablauft und leichter zur 
Beobachtung kommt. Die im Normalfall zu beobachtende regelmaBige 
Abfolge der Lebensstadien wird demnach letzten Endes auch bei den 
Pilzen durch einen inneren Vorgang, den Stoffwechsel, herbeigefiihrt. Aber 
nicht der Stoffwechsel an sich, sondern riickwirkend erst die durch ihn er- 
folgten Veriinderungen im Substratsind die Ursache fiir den Ubergang von 
einem Stadium indas andere. Die Wuchsform, in der ein Pilz auftritt, hangt 
dementsprechend in erster Linie von den jeweils herrschenden Aufen- 
bedingungen ab und kann durch sie willkiirlich gelenkt werden. Den Beweis 
dafiir liefern die bei unserer FlieBkultur gemachten Beobachtungen. 


Welche spezielle Anderungen des Substrates jeweils als Ursache wirkt, entzieht 
sich bis jetzt meist unserer Kenntnis. Es leuchtet ein, daB die Abnahme an. assi- 
milierbaren Kohlehydrat-, Stickstoff- und Phosphorverbindungen sowie eine Ande- 
rung des py- und rg-Wertes dabei eine wichtige Rolle spielen. Es ist aber unwahr- 
scheinlich, daB damit bereits alle auslésenden Faktoren erfaBt sein sollen. Vor allem 
kommen hier noch die eigenen Stoffwechselprodukte des Pilzes sowie Spuren- 
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elemente und Wirkstoffe in Frage, deren EinfluB in dieser Richtung bisher kaum 
untersucht wurde. Die Methode der Kultur in flieBender Nahrlosung bietet einen 
aussichtsreichen Weg, um die Entwicklungsphysiologie der Schimmelpilze vollstan- 
diger kennen zu lernen als bisher. Hier hat man das, was sich sonst nacheinander ab- 
spielt (und unter Umstanden sehr rasch nacheinander), nebeneinander vor sich, 
und kann es in seiner kausal bedingten Abfolge studieren. 

Solange Nahrlésung zuflieBt, bleiben bei dem Gitterverfahren die 3 Zonen neben- 
bzw. untereinander bestehen. Sie nehmen dabei laufend an Dicke zu. Bei etwa 3 cm 
Schichtdicke fallen groBe Teile durch ihr eigenes Gewicht herunter und gleiten auf 
der Ablaufbahn in das SammelgefaB. Dementsprechend muff man die Gitter in 
10—12 cm Abstand aufhangen, wenn mehrere nebeneinander benutzt werden 
sollen. Es lésen sich dabei nicht nur reife, fettreiche Decken ab, sondern auch solche 
aus der Zone I. Das ist ein Nachteil insofern, als dadurch der Gesamtfettgehalt der 
Ernte etwas gesenkt wird. 


Die verwendeten Gitter hatten eine Flache von 20 x 40 em = 0,08 m2. 
Ein derartiges Gitter konnte maximal 500 cm? Molke in 24 Std ver- 
arbeiten. Unter Beriicksichtigung der bereits genannten Ausbeuten er- 
geben sich je Flachen- und Zeiteinheit folgende Zahlen: 1 m? Gitter- 
flache setzt je Tag 6,251 Molke um, und liefert dabei 125 g Trocken- 
substanz mit 32,5 g Rohfett. 

Nach Umrechnung auf ein geeignetes Bezugssystem kann ein Ver- 
gleich mit den bis dahin von friiheren Autoren im Schalenverfahren bei 


den verschiedenen Organismen bzw. Substraten erreichten Héchstwerten 
durchgefiihrt werden (Tab. 2). 


Tabelle 2. Vergleich zwischen Schalen- und Gitterverfahren. 


Fiir 1 kg Trocken-Substanz Fiir 1 kg Rohfett 
je Tag erforderlich je Tag erforderlich 
| = 
| Nahrlésung Nahrlésung 


Flache in m* a Thorn Flache in m? 
Pi 


in Litern 


Gitterverfahren a) .... | 8 50 re spots 0830-8 eecloe aloe 
Schalenverfahren b)... 16.5 50 ce) 65 : 195 


a) Trichosporon auf Molke + 0,1% (NH,).SO,4 + 0,03% KH, PO,. 
b) Endomyces auf Sulfitablauge (LINDNER). 
c) Oospora auf Molke (F1NK u. Mitarb.). 


Der Vergleich ergibt, daB beim Gitterverfahren fiir die Erzeugung 
gleicher Mengen an Trockensubstanz bzw. Rohfett nur rund die Halfte 
an Flache gebraucht wird gegeniiber dem Schalenverfahren. Die erforder- 
lichen Nahrlésungsmengen, und damit wohl auch Kohlehydratmengen, 
sind dagegen gleich und unabhingig von den jeweils verwendeten Ver- 
fahren oder Mikroorganismen. Die Okonomie des Wachstums und der 
Fettbildung, der Stoffhaushalt, weist ganz augenscheinlich in allen 
Fiillen eine weitgehende Ubereinstimmung auf, ein deutlicher Hinweis 
darauf, daB wir es hier mit Grundvorgiingen der Stoffwechsel-Physiologie 
zu tun haben. Die Ausniitzung der Oberfliche ist dagegen beim Gitter- 
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verfahren nicht nur rein konstruktiv (senkrechte Anordnung), sondern 
auch leistungsmaBig erheblich verbessert. 


Allgemein betrachtet haben die Oberflaichenverfahren gegeniiber dem 
anschlieRend zu besprechenden Submers-Verfahren in bezug auf den 
Kraftaufwand einige Vorteile. Es ist bekannt, daB die rasche Umwalzung, 
Beliftung und Kihlung grofer Flissigkeitsmengen einen bedeutenden 
Energieaufwand erforderlich macht. Alle diese verteuernden Faktoren 
fallen beim Gitterverfahren fort. Andererseits hat es den Nachteil, da’ 
man die Gittereinheiten in der Praxis nicht zu gro wihlen darf, da sie 
sonst unhandlich werden. Fir den Umsatz grofer Flissigkeitsmengen 
wird dadurch auch eine entsprechend hohe Zahl an Gittern erforderlich. 


Uber den praktischen Wert des Verfahrens laBt sich zur Zeit nichts 
sagen, da bisher noch keine Erprobung in technischem oder halbtech- 
nischem MaBstab erfolgt ist?. 


II. Versuche mit Hefe. 
a) Bisheriger Stand. 

Wie im vorhergehenden Abschnitt bereits hervorgehoben wurde, haben die Ober- 
flachenverfahren insbesondere den Nachteil, dafB die Verarbeitung sehr groBer 
Fliissigkeitsmengen ganz bedeutende Anlagen erforderlich macht. Der Umsatz von 
50000 1 Nahrlésung (Molke) je Tag, z. B. nach dem Gitterverfahren, wiirde bereits 
800 Gittereinheiten zu je 10 m? verlangen. Ein Liiftungsbottich fiir den gleichen 
Umsatz ist dagegen ohne Schwierigkeiten herzustellen und unterzubringen. 


Rs ist daher verstandlich, daB man fiir technische Zwecke immer wieder ver- 
suchte, Organismen zu finden, die sich submers kultivieren lieBen und dabei reich- 
lich Fett bildeten. Alle Bemiihungen, gerade die guten Fettbildner wie Endomyces 
und Oospora in beliifteten Nahrlésungen zu ziichten, schlugen jedoch zunachst fehl 
[LrnpNeR, Napson u. Konoxorrna (1924), Fink u. Mitarb., Herpe]. Es hatte sich 
dadurch die Vorstellung entwickelt, daB fettbildende Mycelpilze allgemein un- 
gecignet fiir die submerse Ziichtung seien. Diese Vorstellung ist offenbar nicht 
gutreffend. Durch die Arbeiten von Damm (1943) sowie BERNHAUER, NIETHAMMER 
u. Raucw (1948) wurde bewiesen, daB sich z. B. Fusariwm-, Mucor-, Rhizopus- und 
Mortierella-Arten, ja sogar Endomyces vernalis, sehr wohl in submerser Form bei 
kraftiger Verfettung ziichten lassen, Jedoch zeigten die Experimente auch, daB 
Myecelpilze fiir technische Zwecke einige Nachteile gegentiber der Hefe besitzen: 
Die Mycelien sind gegen mechanische Beschadigung, 2. B. durch Riihren, weit 
empfindlicher. Héhere Zelldichten, als 14—15 g Trockensubstanz pro Liter Nahr- 
lésung entspricht, waren nicht erreichbar. Die Kulturen haben dabei bereits eine 
musartige Beschaffenheit und sind mit einem Bausch fliissigkeitsgetrankter Watte 
zu vergleichen. Die Ursache fiir die Begrenzung der Zelldichte liegt wahrscheinlich 
darin, daB die Nahrlésung in dem engen Geflecht der Hyphen festgehalten wird 
und kein geniigender Austausch mehr stattfinden kann. Ebenso ist anzunehmen, 
daB auch die Sauerstoffversorgung behindert wird. Bei Hefen lassen sich dagegen 


1 1941 wurde am Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin, ein halbtechnisches 
Modell der in Abb. 2 dargestellten Anlage aufgestellt. Die Arbeitsbedingungen waren 
jedoch unter den damaligen Verhaltnissen so ungiinstig, daB es nicht in Betrieb 
genommen werden konnte. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 22 
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Populationsdichten entsprechend 25 g Trockensubstanz je Liter Nahrlésung ohne 
besondere Schwierigkeiten erreichen. Dazu kommt, da8 z.B. Fusarium nach 
Damm in Sulfitablauge nicht kultiviert werden konnte. 

Fiir Hefen ist nun im Gegensatz zu den Mycelpilzen die submerse Ziichtung in 


eee. 


beliifteten Nahrlésungen seit langem das gegebene Verfahren. Hier war es nicht die — 


Kulturmethode, sondern die Fettbildung, die Schwierigkeiten bereitete. Schon 


LinpNER[1] (1917) hatte auf diesem Gebiet zahlreiche Experimente angestellt.— 


Den Ausgangspunkt bildeten Beobachtungen bei der Anlage von Tropfchenkul- ; 


turen. Dabei zeigte sich, da sowohl PreB- wie auch Wuchshefe (7’. wtilis) zu einer 
gesteigerten Fettbildung fahig war, wenn folgende Bedingungen eingehalten wurden: 


1. reichliche Versorgung mit einer assimilierbaren C- Quelle (Zucker), 
2. Abwesenheit bzw. Mangel an assimilierbarem Stickstoff, 
3. gute Sauerstoffversorgung. 


i 


Das sind die gleichen Bedingungen, die sich auch fiir die Fettbildung bei decken- — 
bildenden Mycelpilzen, wie z. B. Endomyces oder Oospora, als entscheidend erwiesen — 
hatten. Besonders die Wirksamkeit des N-Mangels ist dann durch die neueren 
Arbeiten von STEINER (1941), Herp (1939) und Raar (1941) fiir Mycelpilze und — 
Hefen eingehend bewiesen worden. Dazu kam aber noch eine vierte Bedingung, © 


namlich die einer diinnen Aussaat. Lagen die Zellen zu dicht (z. B. bei Wuchshefe 
mehr als 2 g Trockensubstanz pro Liter), so trat keine Sprossung und Fettspeiche- 
rung ein, sondern Garung. Der technische Wert dieser ,,Zuckermastmethode“ war 
daher gering, da sich zu niedrige Ausbeuten ergaben. Selbst wenn das nicht der 
Fall gewesen wire, so ist bei diesem Verfahren noch zu beriicksichtigen, daB hier 
die ,,Fetthefe erst in zweiter Stufe erzeugt wird. Zunaichst mu in einem vor- 
geschalteten Arbeitsgang normale EiweiShefe gewonnen werden, die dann als 
Stellhefe fiir den VerfettungsprozeB dient. Auf dem Endprodukt ruht daher ein 
doppelter Aufwand an Zeit und Kosten. 


Diese Fehlschlaige bei der submersen Fetthefe-Ziichtung waren wohl die Ursache . 


dafiir, da8 LinypNneEr [2] (1917) Verfahren ausarbeitete, um nun umgekehrt submers 
wachsende Hefen zur Oberflachenkultur zu zwingen. Aber auch diese Verfahren 
sind technisch bedeutungslos geblieben. Trotzdem gebiihrt ihm das Verdienst, als 
Erster im Stickstoffmangel einen Weg gezeigt zu haben, um Hefen der verschieden- 
sten Art submers und mit Sicherheit zur Verfettung zu bringen. Allerdings geniigte 
das allein noch nicht, um zu einem technisch brauchbaren Verfahren zu kommen. 


Durch die anfanglichen Erfolge mit Hndomyces war man dann lange Zeit von 
dem Hefeproblem abgelenkt worden. Erst wihrend des letzten Krieges wurde von 
neuem an mehreren Stellen versucht, die Frage einer Lésung naher zu bringen. 
Hier sind vor allem die Arbeiten von RipprL-BaLpEs u. Mitarb. (1943, 1948) sowie 
von Nizsson u. Mitarb. (1943) zu nennen. 


Als Versuchsobjekt benutzten Nitsson u. Mitarb. Rhodotorula glutinis, die in 
synthetischen Nahrlésungen mit Invert-Zucker als C- Quelle geziichtet wurde. Die 
Kultur erfolgte ahnlich wie bei PreBhefe in beliifteten Zylindern nach dem Zulauf- 
Verfahren. Das py wurde zwischen 4,0 und 4,7 gehalten. Die Ziichtungsdauer betrug 
3—4 Tage, der maximale Fettgehalt 25—30% bezogen auf Trockensubstanz. Die 
Ausbeuten an 'Trockenhefe, bezogen auf verbrauchten Zucker (6konomischer Koef- 
fizient), bewegten sich zwischen 31—36%. Der Fettkoeffizient (— Ausbeutean Roh- 
fett in Gramm bezogen auf 100g verbrauchte C- Quelle, RrppEL-BaLpEs, 1940) 
betrug 9—11%. Einer praktischen Anwendung des Verfahrens stehen vor allem 
2 Hinderungsgriinde im Wege: Erstens ist nicht bekannt, wie sich die betreffende 
Hefeart gegentiber den in der Technik anfallenden Kohlehydratlésungen, wie Sulfit- 
ablaugen und Holzzuckerwiirzen verhalt. Zweitens besitzt Rhodotorula glutinis 
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einen betrachtlichen Wirkstoffbedarf. Um gutes Gedeihen der Kulturen zu erhalten, 
muBten den Nahrlésungen etwa 2,5% an Weizenstroh- oder Malzextrakt zugefiigt 
werden. Bei den groBen Umsitzen an Lisungen, die in der Technik zu bewiiltigen 
sind (z. B. 500—1000 m3 Sulfitablauge pro Tag), stellen derartige Wirkstoffzusatze 
bereits eine starke wirtschaftliche Belastung dar. 

RiprpeL-BatpEs u. Mitarb. verwendeten fiir ihre Untersuchungen Candida 
(Nectaromgces) Reukaufii, eine Hefeart, die haufig in den Nektarien von z. B. 
Labiaten vorkommt. Die Ziichtung erfolgte in beliifteten Kiuyverkolben mit 
Holzzuckerwiirzen (Brraius) als Nahrlésung. Auch hier war es erforderlich, den 
Wiirzen Extrakte von Weizenkleie, Malzkeimlingen, Luzerne oder Molken zuzu- 
setzen, und zwar in Mengen von 1—3%. Die Ziichtungsdauer betrug 2—3 Tage, 
allerdings bei sehr geringer Impfmenge. 

In Ubereinstimmung mit den Befunden friiherer Autoren war das Angebot an 
Stickstoff von entscheidender Bedeutung fiir die Fettbildung. Mit zunehmendem 
N-Mangel stieg auch der Fettgehalt. Ferner wurde in einer eigenen Versuchsreihe der 
Einflu8 der Liftung auf Ausbeute und Fettbildung genauer untersucht. Dabei 
zeigte sich in Bestatigung der bereits von NanGert u. Lozw (1878, 1880) sowie von 
LInDNER geduBerten Ansicht, daB eine verbesserte Beliiftung in der Tat eine ge- 
steigerte Fettausbeute ergibt. Dies ist jedoch weniger auf eine Erhéhung des Fett- 
gehaltes als vielmehr auf eine Steigerung des 6konomischen Koeffizienten, also der 
Ausbeute an Hefetrockensubstanz, zuriickzufiihren. Der 6konomische Koeffizient 
stieg bei starker Beliiftung auf fast das Doppelte gegeniiber sehr schwacher Be- 
liftung. Hier liegen demnach prinzipiell die gleichen Verhialtnisse vor, wie bei der 
PreB- und HiweiBhefeziichtung. Die Erscheinung steht offenbar im Zusammenhang 
mit der bekannten PastEuR-Reaktion. Wie Meyrruor (1925) zeigte, tritt bei be- 
stimmten Hefen (z. B. Torulopsis utilis) mit zanehmender Intensitaét der Beliiftung 
der Garungsstoffwechsel stark zurtick zugunsten der Atmung und umgekehrt. 
Die Atmung ist aber in bezug auf die Zellsynthesen weitaus ergiebiger, da bei der 
Garung der tiberwiegende Teil des aufgenommenen Kohlenstoffes in Form von 
Stoffwechselprodukten verloren geht. Hs liegt nahe, anzunehmen, da8 bei den fett- 
bildenden Hefen ebenfalls eine derartige Umsteuerung des Stoffwechsels statt- 
findet, daB sie also zum Typ der ,,Atmungshefen* gehéren. 

Die erreichten Fettgehalte bewegten sich zwischen 28 und 37%. Fiir den dkono- 
mischen Koeffizienten wurden mehrfach Werte von 42—45 und fiir den Fett- 
koeffizienten solche von 12—15 gemessen. Auch die in technischer Hinsicht interes- 
sierenden praktischen Ausbeuten sind mit 35—38% fiir die Hefetrockensubstanz 
und 12—14% fiir das Rohfett als giinstig zu betrachten. Als praktische Ausbeuten 
sollen hier die Werte bezeichnet werden, die auf eingesetzten oder angewandten 
Zucker bezogen sind. Bei den oben genannten Werten muf allerdings beriicksichtigt 
werden, da8 sie wahrscheinlich etwas zu hoch gefunden wurden, da infolge der 
Extrakt- bzw. Molkenzusatze die Menge der jeweils assimilierten C-Quellen nicht 
ganz genau bekannt ist. Hierauf haben die Autoren selbst hingewiesen. 

Trotz der giinstigen Ausbeuten stehen auch der Anwendung der Candida Reu- 
kaufii fiir technische Zwecke einige Hinderungsgriinde entgegen. Ihr Verhalten 
gegen Sulfitablauge, die einen der Hauptrohstoffe fiir die Hefeerzeugung darstellt, 
ist nicht bekannt!. Ferner bedeutet der betrachtliche Wirkstoffzusatz, ebenso wie 
bei den Versuchen von Nixsson u. Mitarb., eine gewisse wirtschaftliche Belastung. 
Eine weitere Schwierigkeit liegt in dem Erfordernis der Reinkultur. In technischem 
MaBstab ist es in der Hefeindustrie bis heute nicht méglich, in absoluter Reinkultur 
zu arbeiten. Die fiir Brauereizwecke konstruierten Apparaturen sollen hier auBer 
Betracht bleiben, da sie lediglich zur Gewinnung der Stellhefe dienen und mithin 


1 Allerdings vermag dieser Organismus Pentosen zu verarbeiten. 
29% 
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nur verhaltnismaiBig kleine Hefemengen erzeugen. Die Backhefeindustrie stellt 
allerdings nach dem langjahrig erprobten Zulauf-Verfahren (CLAASSEN, 1935) ein 
weitgehend einheitliches Produkt her. Das ist jedoch nur dadurch méglich, daf 
nach wenigen Fiihrungen immer wieder frische Stellhefe benutzt wird, die man aus 
Laboratoriums-Reinkulturen in mehreren Stufen herfiihrt. In der gleichen Weise 
kénnte man wohl auch Candida Reukaufii ziichten. Nun ist man aber in neuerer 
Zeit, da wo es nicht darauf ankommt, Backhefe, sondern Futter- bzw. Nahrhefe 
herzustellen, in steigendem Ma8 zu den vollkontinuierlichen Verfahren tibergegan- 
gen (SEIDEL, 1941). Dabei wird unter stetem Zu- und Ablauf der Nahrlosung mit 
einem Ansatz oft wochen- und monatelang gearbeitet. Eine Reinkultur ist natiirlich 
unter diesen Umstiinden noch weniger méglich als beim Zulaufverfahren. 


b) Eigene Versuche nach dem kontinuierlichen Verfahren. 


Die kontinuierliche Arbeitsweise stellt eine Weiterentwicklung des Zulaufver- 
fahrens dar. Dort wird bekanntlich die Liiftungsbiitte zunachst mit einem Teil, 
z. B. 1/,, der zu verarbeitenden Nahrlésung angestellt. Ist der VerhefungsprozeB in 
Gang gekommen, so ]48t man die restliche, vorbereitete Lésung nach MaBgabe 
des Zuckerverbrauches unter Riihrung und Liiftung zuflieBen. Man richtet den Vor- 
gang so ein, da nach 8—10 Std die Biitte gefiillt und der Zucker verbraucht ist. 
Dann wird die gesamte Maische aufgearbeitet und mit einem Teil der Erntehefe 
oder auch mit frischer Reinzuchthefe ein neuer Ansatz gemacht. Die Weiterent- 
wicklung besteht nun darin, da man nach Fillung der Biitte ihren Inhalt nicht 
aufarbeitet, sondern den Zulauf und die Beliiftung fortsetzt und gleichzeitig soviel 
hefehaltige Maische abzieht, als dem Zulauf entspricht. Die Biitte bleibt somit 
stets in gleicher Hohe gefiillt. Die Zulaufmenge wird so bemessen, daB ein bestimm- 
ter Restzuckergehalt der Maische (z. B. 0,2—0,5% ) nicht iiberschritten wird. Dann 
stellt sich ein Gleichgewicht ein, wobei ebensoviel Hefe neu zuwachst wie im Ablauf 
abgezogen wird. Aus dem Verhiltnis der Zulaufmenge zum Biitteninhalt berechnet 
sich die sogenannte Umsatzzeit. So ergibt z. B. 2001 Zulauf je Stunde bei einem 
Biitteninhalt von 10001 eine Umsatzzeit von 5 Std. Diese Zahl stellt einen Kenn- 
wert dar, der fiir eine gegebene Hefeart, Apparatur und Nahrlésung charakteristisch 
ist. Er besagt zunachst, daB der Biitteninhalt in 5 Std einmal umgesetzt worden ist. 
Da aber die Hefemenge in der Biitte dabei praktisch gleich bleibt (richtige Arbeit 
vorausgesetzt), so bedeutet sie auch, daB in dieser Zeit die in der Biitte vorhandene 
Hefemenge sich verdoppelt haben muB. Die Umsatzzeit kann daher mit der statisti- 
schen Generationsdauer gleichgesetzt werden, d. h. jenem durchschnittlichen Zeit- 
raum, in dem eine Zelle eine gleich groBe Tochterzelle hervorgebracht hat. 


Es leuchtet ein, da diese Arbeitsweise gegeniiber dem Zulaufverfahren 
groBe Vorteile bietet: Der ProduktionsprozeB bleibt ununterbrochen im 
Gang, solange Zulauf gegeben, und solange nicht durch eine Betriebs- 
storung eine Unterbrechung nétig wird. Demzufolge hat sich das kon- 
tinuierliche Verfahren weitgehend durchgesetzt, zumal es mit seiner Hilfe 
gelang, auch die pentosenreiche Buchensulfitablauge zur EiweiBhefe- 
produktion auszuntitzen. Damit war eine sehr groBe und billige Kohle- 
hydratquelle fiir mikrobiologische Synthesen zugiinglich geworden. 

Die eigenen Arbeiten auf diesem Gebiet hatten das Ziel, in gleicher 
Weise nicht nur EiweibB- sondern auch Fetthefe in kontinuierlichem Vor- 
gang und in technischem Mafstab aus Buchensulfitablauge zu gewinnen 
(K. L. Scuunze, 1941). Es erschien zunachst sehr zweifelhaft, ob diese 
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Aufgabe losbar sein wiirde. Fettspeicherung und Wachstum stehen, wie 
mehrfach belegt, in einem gewissen antagonistischenVerhiltnis zueinander. 
Bei den unter hoher Wachstumsgeschwindigkeit erzeugten EiweiBhefen 
wird stets nur ein geringer Fettgehalt von 3—5% gefunden. Fiir die Durch- 
fiihrung einer kontinuierlichenFetthefeziichtung war jedochVorbedingung, 
daB die verwendeten Hefen gleichzeitig Fett speicherten und sich ver- 
mehrten.Andernfalls wiirde die Hefemenge in der Biitte standigabnehmen, 
da ja laufend ebensoviel Maische entnommen wird, wie frische Nahrlésung 
zuflieBt. Ferner ist bereits hervorgehoben worden, daB die derzeitigen tech- 
nischen Anlagen die Erzeugung einer Reinzuchthefe nicht gestatten. 

Ks stellte sich heraus, daB das Ziel trotzdem erreichbar war, und zwar 
auf dem Wege einer Stoffwechselsteuerung durch die Phosphatver- 
sorgung. Bisher hatte man stets nach dem Vorbilde LrnpNERs Stick- 
stoffmangel benutzt, um die Fettspeicherung herbeizufiihren. Es gibt 
jedoch noch einen zweiten Weg hierfiir, der wirksamer ist, und zwar 
Phosphatmangel. Die kontinuierliche Hefeziichtung in Sulfitablauge 
bietet eine gute Moglichkeit, den Phosphatstoffwechsel dieser Organis- 
men zu untersuchen, da die Ablaugen sehr phosphatarm sind. Sie ent- 
halten nur 20—40 mg P,O, im Liter. Diese Menge reicht bei weitem 
nicht aus, um den Bedarf der Hefe zu decken. Normalerweise wird so viel 
Phosphat zugegeben, daB 700—800 mg P,O,/l Zulauf vorhanden sind. 
Kultiviert man nun Hefen der verschiedensten Art unter Verwendung 
einer Ablauge, die alle erforderlichen Zusitze, wie Ammoniak, KCl und 
Mg SO,, mit Ausnahme von Phosphat enthalt, so kann man feststellen, 
daB die Zellen zunehmend an Phosphat verarmen. Das macht sich zu- 
nachst dadurch bemerkbar, daB die gebotenen Kohlenhydrate immer lang- 
samer verarbeitet werden; der Restzucker steigt an. Man muB die ,,Be- 
lastung“*, d. h. die Zulaufmenge je Zeiteinheit immer mehr verringern. 
Die Umsatzzeit bzw. die Generationsdauer G wird also immer langer. 
Das zeigt sich auch im mikroskopischen Bild (vgl. Abb. 9a, b): Die 
Zellen stellen in zunehmendem MaB ihre SproBtitigkeit ein. Gleichzeitig 
aber verarmen sie an Eiwei8 und nehmen dafiir im Fettgehalt zu. Es 
dauert langere Zeit, bis sich dieser Zustand einstellt, da zunachst der 
Phosphat-Vorrat, den die Ausgangshefe enthalt, auf die Tochterzellen 
verteilt wird. Gute Beliiftung ist dabei erforderlich. Fiigt man zu einer 
derartigen phosphatarmen Kultur Phosphorsaure oder ein Phosphorsalz, 
so beginnt sofort der Zuckergehalt der Maische zu sinken. Die Fett- 
granula in den Zellen nehmen zusehends ab und schon nach 2 Std setzt 
eine ungewohnlich lebhafte Sprossung ein. Man kann infolgedessen die 
Belastung erhdhen, bis wieder der Ausgangszustand erreicht ist. Diese 
Vorgiinge laufen mit der Sicherheit eines Vorlesungsversuchs ab. Sie 
beweisen, daB es durch Phosphatmangel méglich ist, Hefe zur 
gesteigerten Fettbildung zu veranlassen. 
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Normale EiweiBhefe enthalt durchschnittlich 4°% P.O, in der Trocken- 
substanz, verfettete Hefe dagegen nur 0,6—1%, d. h. 15—20% des Nor- 


malen. Die Unterschiede lassen sich am Vergleich der Analysenzahlen — 


fiir eine typische EiweiB- und Fetthefe am deutlichsten erkennen (Tab.3). 


Tabelle 3. Vergleich zwischen Biweif- und Fetthefe. 
(Alle Zahlen in % der Trockensubstanz.) 
| | | | 


Summe Fett 


| Rohfett | Rohprotein | P.O; | Asche | uw. EiweiB 
] l 
EiweiBhefe ..... 4,8 | Te en Be a PRC: 54,1 
Fetthefe ....... ee haat A Sabena Palette 52,7 


Beide Hefen wurden im kontinuierlichen Verfahren auf Sulfitablauge 
geziichtet. Die Fetthefe ist demnach dadurch charakterisiert, daB neben 
dem Phosphatgehalt auch der Aschengehalt erniedrigt ist. Ferner ist ihr 
Eiweifgehalt etwa in dem gleichen MaB gesunken, wie der Fettgehalt 
anstieg. Die Summe beider Zellbestandteile betragt etwas tiber 50%. 


Um einen genaueren Einblick in die physiologische Wirkung des 
Phosphatmangels zu bekommen, wurde so vorgegangen, daf§ das Phos- 
phat in Form einer 0,2° igen Diammonphosphatlésung gesondert neben 
dem Kohlenhydratzulauf gegeben wurde. So bestand die Méglichkeit, die 
Phosphatdosis stufenweise beliebig zu steigern und dabei deren 
EinfluB auf die Generationsdauer, das Restphosphat in der Maische und 
die Zusammensetzung der Hefe zu priifen. Da Diammonphosphat ver- 
wendet wurde, nahm mit steigender P-Gabe auch die zugefiigte N- 
Menge zu und umgekehrt. Jedoch war durch eine Grundgabe von 28 g N 
als Ammoniak pro Kilogramm reduzierender Substanz dafiir gesorgt, dab 
N nicht als Minimumfaktor auftreten konnte. Alle tibrigen Faktoren wie 
Zuckergehalt, Nahrsalze und py-Wert des Zulaufs sowie Beliiftung, 
pu-Wert, Temperatur und Restzuckergehalt der Maische wurden soweit 
als moglich konstant gehalten. Das war bei der Vielzahl zu kontrollieren- 
der Faktoren aus zeitbedingten Griinden! nur angenihert erreichbar. 
Die erhaltenen Werte streuen daher betriichtlich. Die verwendete Hefe 
war eine an Sulfitablauge angepaBte Industriehefe. Als Apparatur diente 
eine kleine Modellbiitte aus nichtrostendem Stahl bei der die Beliiftung 
durch rasch rotierende Beliiftungsrohre erfolgte, ahnlich den in der Indu- 
strie verwendeten Konstruktionen (vgl. PRescorr u. Dunn, 1949, Abb. 40). 
Das Restphosphat wurde laufend nach einer modifizierten colorimetrischen 
Methode mit dem LAanGn-Colorimeter bestimmt (LOHMANN und JEN- 
DRASSIK, 1926). Die Ergebnisse sind in den Tab. 4 und 5 sowie den 
Abb. 6, 7 und 8 dargestellt. 


' Mangel an Personal und Regelgeraten. 
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Tabelle 4. Beziehungen zwischen Phosphatdosis, Umsatzzeit und Restphosphat. 


Felative Restphosphat P,0; in % saree Gg Reziproke Umsatz- 
Phoopiatdonie)) ise | | der wetetes. | Guat” | aat:(¥ = @) 
1 8—20 0,48—0,6 i 42—165 0,57—0,14 
2,5 8—20 0,5 —0,7 20 1,2 
10 f 8—20 — 9,3 2,58 
12 8—20 — ley) 1,8 
15 8—20 = 9,4 1,8 
15 8—20 = 9,4 2,55 
25 8—20 —- 8,9 2,7 
31 8—20 — | 7,9—8,2 2,9—3,04 
40 8—20 = 7,5 3,2 
56 8—20 — ffl 3,38 
78 25—80 5,2 WH 3,38 
100 132—480 5,2 ed 3,38 


* Die Angabe erfolgt in % der Maximaldosis von 18 cm?/min. 


Versuchsdaten: 


Zulauf: Buchensulfitablauge, Reduz. Substanz nach FEHLING 3,0—3,5%. 

Nahrsalze: 28 g N als Ammoniak, 15 g KCl je 1 kg red. Subst. py nach Salzgabe: 
4,2—4,3. 

Phosphatgabe: 0—18 cm?/min als 0,2% ige Diammonphosphatlésung. 

Beliiftung: etwa 1801 Luft/Std. 

Biitteninhalt: 6—8 1. 

Maische pq = 5,0—5,5. Restzucker: 0,4—0,6%. 

P-Bestimmung in der Hefe gravimetrisch. 


Die Umsatzzeiten stellen Durchschnittswerte dar aus jeweils mehrere Tage 
dauernden Versuchen. Die gesamte Versuchsdauer betrug iiber 4 Wochen. 


Aus Tab. 4 und Abb. 6 geht zunachst ein eigenartiges Ver- 
halten des Restphosphats hervor. Bis zu einer P-Dosis von 56% 
bleibt es bei 8—20 mg P,O,/1 enthefte Maische. Erst von da ab beginnt in 
rasch steigenden Mengen Restphosphat aufzutreten. Daraus mu’ man 
schlieBen, daB bis zu einer bestimmten ,,Saittigungsgrenze® das 
standig zulaufende Phosphat praktisch sofort in den Hefe- 
zellen verschwindet. Der Phosphatgehalt der Hefe wurde zwar nur bei 
den beiden niedrigsten und héchsten Phosphatgaben bestimmt.J edoch geht 
aus dem durchschnittlich gleichbleibenden niedrigen Restphosphat hervor, 
daB bis zu 56% Phosphatdosis die zugegebene Menge praktisch vollstandig 
aufgenommen wurde. Demnach ist der Phosphatgehalt der Hefe von 0,5% 
bis auf 5,2°%% etwa proportional der zunehmenden Dosis gestiegen, um 
von da ab trotz steigender Phosphatgabe auf gleicher Hohe zu bleiben. 
Die ,,Sattigungsgrenze“ fiir Phosphat liegt also in unserem Fall bei 
5,2% P.O, bezogen auf Trockensubstanz. Mehr Phosphat nimmt die 
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Zelle nicht auf, selbst wenn es ihr im Uberschu& geboten wird. Der Uber- — 


schuB erscheint vielmehr als steigendes Restphosphat in der Maische. 
Liegt der P-Gehalt der Zelle dagegen unterhalb der Sattigungsgrenze, 
so wird das von auBen gebotene Phosphat rasch aufgenommen und zwar 


gegen ein erstaunlich hohes Konzentrationsgefille. Bei 56% Phosphat- — 


dosis werden der Maische rund 108 mg P,O, je min zugefiihrt. Dabei — 


werden als Restphosphat nur durchschnittlich 14 mg P.O; je | hefefreie 
Maische festgestellt (vgl. Abb. 6). Die zugefiihrte P-Menge verschwindet 
also praktisch sofort in den Hefezellen, obwohl diese zu gleicher Zeit 
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Abb. 6. Beziehungen zwischen Phosphatdosis, Restphosphat (a) und Phosphatgehalt der Hefe (b). 


rund 4% P.O; in der Trockensubstanz enthalten. Setzt man das spe- 
zifische Gewicht der Hefezelle = 1,108, so betragen 100 g reine Hefe- 
zellmasse = 90,4 cm’. Die 100g Zellmasse entsprechen etwa 30¢ 
Trockensubstanz! = 1200 mg P,O; bei 4°% P,O;-Gehalt. Die P-Kon- 
zentration der lebenden Hefezellmasse ergibt sich danach zu 1330 mg 
P,0,/100 cm® Zellmasse. Sie liegt rund um das 1000fache héher als die- 
jenige in der AuSenlésung. Wenn die Zellen trotzdem das Phosphat bis 
zu der hier gezeigten Siittigungsgrenze aufnehmen, so liBt das darauf 
schlieBen, daB es nach der Aufnahme sofort in organische Bindung tiber- 
geht und indiffusibel wird. Die Menge an freiem anorganischem Phosphat 
im Zellinnern ist offenbar sehr gering, da erst bei durchschnittlich 14 mg 
Restphosphat pro Liter AuBenlésung ein Gleichgewicht erreicht wurde. 
Obwohl eine einwandfreie Bestimmung der Phosphatverteilung in leben- 
der Hefe sehr schwierig ist, deuten die analytischen Befunde verschie- 


' Nach eigenen Messungen. _ 
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dener Untersucher in die gleiche Richtung (vgl. Lyngn, 1940). Danach 
liegt das in den Hefezellen vorhandene Phosphat zum groBten Teil in 
organischer Bindung vor. 

Nicht in Ubereinstimmung damit stehen dagegen die Ansichten mehrerer 
Autoren iiber die Permeabilitat des Phosphats. So soll nach Hevesy, LINDERSTROM- 
Lane und NTersen (1937) sowie MacFarLane (1939) Brauereihefe fiir anorgani- 
sches Phosphat fast véllig impermeabel sein, jedenfalls solange es sich um ruhende 
Zellen handelt. F. Lynen (1940, 1942) faBt daher die Hefezelle in bezug auf das 
Phosphat als ein praktisch véllig geschlossenes System auf. Dagegen wandte sich 
bereits Mam (1941), der nachwies, daB frische Backerhefe stets anorganisches 
Phosphat aus der AuBenlésung aufnimmt. Nur bei verarmter Hefe und bei sehr 
niedrigen P-Konzentrationen war keine Aufnahme feststellbar. Die Ursache fiir 
diese Differenzen liegen offenbar darin, da jeweils verschiedene physiologische 
Bedingungen und verschiedene Hefen vorgelegen haben. 

Aus den obigen Versuchen geht jedenfalls eindeutig hervor, daB die 
aerob wachsende Hefezelle in bezug auf P nicht als ein abgeschlossenes 
System betrachtet werden kann, sondern eher als ein Phosphatspeicher, 
der sich nach Moglichkeit bis zu einer Sattigungsgrenze beladt. 

Uber die Art der P-Aufnahme ist bisher keine Klarheit vorhanden. Hier miindet 
die Untersuchung in das noch wenig geklarte allsemeine Problem der Stoffaufnahme 
in die pflanzliche Zelle ein. Am ehesten wiirden die Beobachtungen zu einer Auf- 
nahme nach Art einer Adsorption passen. Jedoch darf man den Vorgang offenbar 
nicht als rein physikalisch-chemische Erscheinung auffassen, die sich auch an toten 
Zellen abspielen wiirde. Bei den vorliegenden Versuchen wurde mehrmals beob- 
achtet, daB die Phosphataufnahme eng mit der Lebenstatigkeit der Zelle gekoppelt 
ist. Bei Stérungen im WachstumsprozeB trat nimlich stets erhohtes Restphosphat 
auf, das wieder verschwand, wenn die St6rung behoben war. 

Die Versuche zeigen weiterhin, daB es durch eine geregelte Phosphat- 
zufuhr méglich ist, den P,O;-Gehalt der Hefe willkiirlich zwischen 
den Grenzen von 0,5 und 5,2% zu variieren. Die Hefe kann also eigen- 
artigerweise bei einem im Verhiltnis 1 : 10 schwankenden P-Gehalt aerob 
wachsen. Wohl hat sie das ,,Bestreben“‘, Phosphat bis zu einer bestimm- 
ten Sattigung aufzunehmen, sie kann jedoch auch bei stark erniedrigten 
P-Gehalten ihren Stoffwechsel aufrechterhalten und sich vermehren, 
falls ihr nur wenig Phosphat im Substrat zugiinglich ist. Allerdings bleibt 
dieser P-Mangel nicht ohne tiefgehenden Einflu8 auf den gesamten 
Stoffwechsel. Als erste Erscheinung zeigte sich, wie bereits betont, regel- 
maBig eine stark verlangsamte Kohlehydratassimilation und in deren 
Gefolge ein gehemmtes Wachstum. Aus der Tab. 4 ist zu entnehmen, dab 
die Umsatzzeit, bzw. die Generationsdauer G mit steigender P-Gabe 


ae : 24 
immer kiirzer wurde, d. h. die Verhefungsgeschwindigkeit V = | nahm 


zu. Die Abb. 7 gibt eine graphische Darstellung dieser Verhiiltnisse. Auf 
der X-Achse ist die steigende Phosphatdosis, auf der Y-Achse die Ver- 
hefungsgeschwindigkeit eingetragen. Trotz der versuchsbedingten be- 
trachtlichen Streuung der Werte ergibt sich, daB die Verhefungs- 
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geschwindigkeit mit steigender Phosphatgabe nach Art einer Ertrags- 
kurve einem Maximum von 3,38, entsprechend einer Generationsdauer 
von 7,1 Std, zustrebt. Besonders deutlich wird dabei, daB bei den niedrig- 
sten Phosphatgaben die Wirkung der Steigerung am gréBten ist. So 
nimmt bei einer Erhdhung der Phosphatdosis von 2% auf 7% die Ver- 
hefungsgeschwindigkeit V von 1 auf 2 zu, baw. die Generationsdauer G 
verkiirzt sich von 24 Std auf 12 Std. Wird die Phosphatdosis von 7 auf 
14% erhoht, so steigt V nur auf 2,5 bzw. G verkirzt sich auf 9,6 Std. 
Je naher die Hefe sich der P-Sattigung befindet, desto weniger Wirkung 
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Abb. 7. Beziehung zwischen Phosphatdosis und Verhefungsgeschwindigkeit bezw. Generationsdauer 


ubt eine Phosphaterhdhung aus, oder desto mehr Phosphat muB auf- 
gewendet werden, um eine Wirkung zu erreichen. Bei 56°, Phosphatgabe 
ist die maximale Verhefungsgeschwindigkeit von 3,38 entsprechend einer 
Generationsdauer von 7,1 Std erreicht und von da ab wird V bzw. G 
unabhingig von der P-Dosis. Eine Steigerung auf fast. das Doppelte 
bleibt wirkungslos. 

Da die steigende Phosphatdosis bis zu 56° Zugabe praktisch voll- 
stiindig von den Hefezellen aufgenommen wurde, so gibt die X-Achse 
bis zu diesem Punkt auch steigende Phosphatgehalte der Hefezellen 
wieder. Hs ist hiermit also ein direkter Zusammenhang zwischen der 
Phosphatkonzentrationim Innern der Zelle und der Geschwin- 
digkeit der Zuckerassimilation bzw. des Wachstums und der 
Zellsubstanzsynthese sichtbar geworden. Besonders deutlich geht das 
aus der halblogarithmischen graphischen Darstellung in Abb. 8 hervor. 
Auf der Y-Achse ist die gleiche Skala verwendet wie bei Abb. 7. Auf der 
X-Achse ist dagegen die Phosphatdosis in logarithmischem Mafstab 
aufgetragen. Man erkennt, daf im Anfangsteil der Kurve eine direkte 
Proportionalitat zwischen Phosphatkonzentration der Zelle und der Ge- 
schwindigkeit des Stoffwechsels herrscht. Von etwa 15°% Phosphatdosis 
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ab macht sich jedoch bereits eine zunehmende Hemmung bemerkbar. 
Die ausfiihrliche Untersuchung dieser Verhaltnisse soll einer spiteren 
Arbeit vorbehalten bleiben. 

In dem gleichen Versuch wurde neben den P-Bestimmungen auch der 
HiweiB- und Fettgehalt der geernteten Hefe untersucht. In Tab. 5 
sind die Kinzelwerte dargestellt. Die Analysen zeigen, daB die bei hohen 
P-Gaben geziichteten Hefen Nr. 1—3 stets einen hohen EiweiBge- 
halt bei Fettgehalten von 35 


4—6% aufweisen. Die in dem _ Std 
gleichen Versuch bei niedri- Sites 
gen P-Gaben  geernteten 25 
Hefen Nr. 4—7 dagegen haben NS 
hohe Fettgehalte von 20 bis 8 12 Be 
26%. Die von den friheren T | & 
Untersuchern (HEIDE, RAAF) Saks a 
festgestellte umgekehrte Be- 21 40 
ziehung zwischen Fett- und 
EiweiBgehalt tritt auch hier “fT % 
deutlich hervor. Auffallig ist ‘ 
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durchweg itiber 50% der 
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Abb. 8. Beziehung zwischen Phosphatdosis und Ver- 
hefungsgeschwindigkeit bezw. Generationsdauer in 
halblogarithmischer Darstellung. 


Die Ausbeute in bezug auf eingesetzte reduzierende Substanz (= prak- 
tische Ausbeute der Tabelle) liegt bei 30—40%. Der dkonomische 
Koeffizient betrigt 39—49°%. Das sind Werte, die praktisch durchaus 
brauchbar sind. Allerdings mu8 beriicksichtigt werden, daB sie sicher 


Tabelle 5. Beziehung zwischen Phosphatdosis und Fettgehalt. 


Nr Bette Rohfett in | Pee ee ae a Tr.-Hefe in | Prakt. Aus- Okon. 
i oy, % d. Tr.-S. Tr-8. | % d. Tr.-S. | g/l beute in % | Koeffizient! 

in? 100 4,2 52,8 sieges ia 38 i. 

2 100 4,2 52. 66,5) A= 1252 36 — 

3 56 6,0 45,7 1,7 12,3 36 — 

4 2,3 22,6 29,9 52,5 10,0 30 39,2 

5 Dee 26,0 28,6 54,6 10,5 31 49,5 

6 1,0 20,8 312 52,0. 14,2 40 (56,6)? 
7 1,0 | 24Aese sine SL.9 56,7 11,8 | 34 49,2 


1 Konventioneller Wert, bezogen auf reduzierende Substanz nach BERTRAND, 
da bei Sulfitablaugen eine exakte Erfassung der assimilierbaren C-Quellen sehr 


schwierig ist. 
2 Wahrscheinlich Versuchsfehler. 
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etwas zu hoch liegen, da die Sulfitablauge neben den Kohlehydraten 
noch ins Gewicht fallende Mengen an Essigséure enthalt (etwa 1%). Die 
Essigsiiure wird ebenfalls assimiliert, wie sich aus der regelmaBigen 
pu-Erhéhung der Maischen ergab. 

Bei weiteren ahnlichen Versuchen mit an Sulfitablauge angepaBter 
Wuchshefe zeigte sich, da P-Mangel zwar in jedem Fall eine Steigerung 
des Fettgehaltes zur Folge hatte, aber das Ausmaf dieser Steigerung 
war sehr unterschiedlich. Hierzu die Zahlen der Tab. 6 aus einem Ver- 
such, bei dem die Hefe im wesentlichen aus Torulopsis utilis bestand. 
Hier sind, trotzdem die P,O,;-Gehalte von 3,8 auf 0,62% sanken, doch 
nur Fettgehalte von 10% erreicht worden. 


Tabelle 6. P-Mangel-Versuch bei Wuchshefe. 


P.O; in % Rohfett in % Rohprotein in % 
der Tr.-S. der Tr.-S. der Tr.-S. 
3,8 5,1 48,3 
Wet? 7,8 46,6 
1,1 9,6 30,6 
0,9 8,4 34,6 
0,71 10,6 36,6 
0,62 10,4 34,6 


Es war naheliegend, anzunehmen, dafi es demnach bei der Fettbildung 


nicht nur auf den P-Mangel, sondern auch auf die jeweils verwendete 
Hefeart ankommt. 

Dieser Schlu8 lag umso niher, als auch alle anderen Untersucher seit NaEGELI 
und Lorw die bei den einzelnen Arten und Stémmen sehr verschieden stark 
ausgepragte Neigung zur Fettbildung festgestellt hatten. Das gleiche geht auch 
aus Versuchen von RaarF hervor, wo 7’. utilis nur 14,4% Fett enthielt, wihrend 
z. B. bei Willia anomala unter den gleichen Bedingungen\16,9% gefunden wurden. 
Sorrers (1941) sagt zwar in seinem Bericht, 7’. utilis k6nne nach HaksELER und 
Fryx (1940) bis zu 50% Fett bilden. Hier liegt aber ein MiBverstandnis vor. Bei 
der in Betracht kommenden Stelle sprechen die genannten Autoren nicht von 52% 
Fettgehalt, sondern von maximal 52% Trockensubstanzausbeute, die sie bei ihren 
Versuchen erhalten haben. Auch sonst ist bisher nichts dariiber bekannt geworden, 


daB 7’. utilis 50% Fett bilden kénne. 

Die Annahme, das bei der Fettbildung nicht nur die AuBenbedingun- 
gen sondern auch erblich festgelegte Anlagen entscheidend sind, erwies 
sich als zutreffend. Es konnten aus Sulfitablauge mehrere Hefestiimme 
isoliert werden, die eine weit stirkere Fahigkeit zur Fettbildung besaBen 
als 7’. utilis. Bei diesen Isolierungen wurde mit Riicksicht auf die tech- 
nische Anwendung Wert darauf gelegt, von vornherein nur soleche Arten 
zu verwenden, die fahig waren, in der pentosenreichen Buchenablauge 
ohne jeden Zusatz von Wirkstoffen oder Aktivatoren zu gedeihen. Eine 
Bestimmung der einzelnen Arten erfolgte nicht, mit einer Ausnahme, wo 


| 
| 
| 
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-es sich um Candida tropicalis handelte. Auf. die besondere Eignung der 
C. tropicalis fiir technische Zwecke und ihr haufiges Vorkommen in 
industriel erzeugter Hefe hat vor allem S. WrypiscH (1948) hingewiesen. 


Abb. 9. Hefe in kontinuierlicher aerober Ziichtung unter Phosphatmangel. a) Wuchshefe, im 
wesentlichen Zorulopsis utilis, bei normaler Ziichtung mit voller P-Gabe im Zulauf. Die Zellen sind 
eiweiBreich und sprossen kraftig. b) Die gleiche Hefe unter P-Mangel. MaBige Fettbildung, sehr 
geringe Sprobktatigkeit. 


Tabelle 7. Fetthefe (Stamm FS 4) bei kontinuierlicher Ziichtung unter P-Mangel. 


Praktische Aus- 
Versuchs- Rohfett in % Rohprotein | Summe Fett u. Sunt ari ieee 
tage der Tr.-S. in % d. Tr.-S. EiweiB in % Sapetea. aqancwun sid 
BERTRAND) | 
1 18,0 25,0 43,0 50,5 | 7,5 
w 17,6 30,0 47,6 49,5 a2 
3 16,0 31,0 47,0 51,5 12, 
4 18,0 26,0 44,0 O15 iL ae 
5 19,2 26,7 45,9 44,3 iS 
6 24,8 25,6 50,4 BAO) 15,0 
t 30,3 18,6 48,9 41,6 21,0 
8 29,6 18,6 48,2 48,0 Dao 
9 30,5 DPB 2,2) 44,0 ORS) 
Versuchsdaten : 


Zulauf: Buchensulfitablauge mit durchschnittlich 3,4% reduzierendem Zucker. 
Phosphatgehalt: 130—190 mg P,0,;/1 = 20—25% der Norm, durch Diammon- 


phosphat eingestellt. ; 
N-Gehalt = 700—800 mg/l durch N aus dem Diammonphosphat + Ammoniak- 


zugabe eingestellt. 


PH = 4,2. 


Biitteninhalt = 50 1 Maische. 
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Die Unterschiede, die sich. bei der P-Mangelkultur derartiger Stamme 
gegeniiber 7’. utilis ergeben, werden durch die mikrophotographischen 
Abb. 9a, b und 10a, b, ¢ erlautert. Sie zeigen, daB die Stamme FS 3 und 
FS 4 bei den gegebenen Versuchs- 
bedingungen nicht nur starker Fett 
bilden, sondern auch besser wachsen. 


Je! 
| 


J CO / ’ 


c 


Abb. 10. Hefestamm FS 4 in aerober Kultur bei P-Mangel. a) Liiftungskultur im KLUYVERKolben 

mit beginnender Fettbildung. b) Kontinuierliche Ziichtung bei P-Mangel. Mittlere Verfettung 

bei guter Sprobtitigkeit. c) Hefestamm FS 3 unter Phosphatmangel. Starke Fettbildung bei gleich- 
zeitiger Sprobtiitigkeit. Alle Ziichtungen in Buchensulfitablauge. 


In Tab. 7 sind die Ergebnisse eines Versuches mit dem Stamm FS 4 bei 
kontinuierlicher Ziichtung in Buchensulfitablauge unter P-Mangel 
wiedergegeben. 
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Aus der Zusammenstellung geht hervor, daf hier iiber eine Woche lang 
Hefe mit 18—30% Rohfett erzeugt worden ist. Die Summe von Fett- 
und EiweiBgehalt betrigt 43—52%. Die praktische Ausbeute bewegt 
sich zwischen 40 und 50%, wobei deutlich hervortritt, daB sie im Mittel 
bei den héheren Fettgehalten etwas niedriger liegt. Der Phosphatgehalt 
der Hefe bewegte sich zwischen 0,9 und 1,1°% P,O, bezogen auf 'Trocken- 
substanz, d. h. entsprechend der Phosphatgabe im Zulauf bei etwa 25°%, 
der Norm. In Parallelitaét zu den in Tab. 4 sowie Abb. 7 und 8 nieder- 
gelegten Befunden ist ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem 
Fettgehalt und der Generationsdauer erkennbar. Je hoher der 
Fettgehalt steigt, desto mehr verlangsamt sich die Wachstumsgeschwin- 
digkeit. Wahrend bei 18°%, Fett 8—l1 Std fiir eine Verdoppelung 
der Hefemenge benétigt werden, sind bei 30°, Fett 21—22 Std er- 
forderlich. 

Bei diesen Versuchen war es méglich, die Bedeutung der Phosphor- 
sdure als dem entscheidenden Faktor fiir die Umsteuerung des Stoff- 
wechsels besonders klar zu zeigen. Erhohte man den P-Gehalt des Zu- 
laufs von 150 mg P,O,/1 auf die fiir HiweiBhefe tibliche Norm von 700 bis 
800 mg/l, so sank sofort der Fettgehalt, der EiweiBgehalt stieg, und die 
Umsatzzeit verkiirzte sich auf 5—7 Std. Bei Vorhandensein eines ge- 
eigneten Stammes kann daher, lediglich durch Verainderung des 
P-Gehaltes im Zulauf, einmal eine EiweiBhefe und einmal 
eine Fetthefe erzeugt werden. “erner wurde mehrmals festgestellt, 
da die Erhohung des Fettgehaltes auch dann erfolgte, wenn genitigend 
assimilierbarer Stickstoff vorhanden war. Die Verminderung der Eiweib- 
Synthese und die Steigerung der Fettbildung kann also sowohl durch 
N- wie durch P-Mangel herbeigefiihrt werden, und zwar unabhangig 
voneinander. 

Durch die Versuche war erwiesen, daf es durch dosierte Phosphat- 
zufuhr bei geeigneten Hefestammen moglich ist, fettreiche Hefe in kon- 
tinuierlichem Vorgang aus Sulfitablauge zu gewinnen. Eine direkte 
Ubertragung in technische Ma stabe war aber nicht ohne weiteres 
durchfiihrbar. Wie bereits betont, ist es bei den derzeitigen Anlagen 
nicht méglich, das Eindringen unerwiinschter Infektionen zu vermeiden. 
In der Praxis muBte demnach von vornherein darauf verzichtet werden, 
einen reinen Hefestamm zu ziichten. Trotzdem gelang es in den Jahren 
1942—44 mehrmals, auch in technischem AusmaB fettreiche Hefe zu 
erzeugen. Hs stellte sich némlich heraus, dai dem P-Mangel auch eine 
Selektionswirkung zukommt in dem Sinne, daB bei gentigend langer 
Einwirkung die fettarmen Wuchshefen zugunsten der Fetthefe zuriick- 
gedringt werden. Man konnte daher zunachst mit einem Ansatz der 
iiblichen Industriehefe beginnen, dem nur eine geringe Menge einer Fett- 
hefe-Reinkultur beigefiigt war. Im Laufe von 3—4 Wochen kontinuier- 
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licher Ziichtung unter P-Mangel verschob sich das Verhaltnis der beiden 
Hefen derart, daB 70—80° des Gemisches aus Fetthefe bestand. Auf 
diese Weise wurden mehrfach in einer Apparatur mit 6—8000 | Maische- 
Inhalt und Buchensulfitablauge als Nahrlésung folgende Ergebnisse erzielt : 


Rohfettgehalt der Hefe: 20—23% 
Rohproteingehalt : 25—30% 
Ausbeute bezogen auf eingesetzten reduzierenden Zucker: etwa 40% 
Umsatzzeit (= Generationsdauer) : 10—12 Std. 


Die tiiglich verarbeitete Ablaugemenge betrug dabei etwa 120001, was 
einer Produktion von etwa 150 kg Trockenhefe je Tag entspricht. In 
einem einmaligen Versuch mit einer Apparatur von 500001 Maische- 
Inhalt wurden in 4 Tagen etwa 3 500 kg Trockenhefe mit 12—14% Roh- 
fett erzeugt. Dabei wurden je Tag etwa 900001 Ablauge verarbeitet. 
Die Ausbeute betrug 37,7% bezogen auf eingesetzten reduzierenden 
Zucker bei einer Umsatzzeit von 14 Std. 

Damit war erstmals die groBtechnische Erzeugung fett- 
reicher Hefe auf submersem Wege und in kontinuierlichem 
Vorgang durchgefiihrt worden. Die besonderen Vorziige des Ver- 
fahrens bestehen darin, daB es auf Sulfitablauge anwendbar ist, daB 
keinerlei Wirkstoffzusitze oder Aktivatoren bendtigt werden und da 
es dem bei uns herrschenden Phosphatmangel entgegenkommt. Es wird 
nur !/,—"/, der normalerweise fiir die KiweiBhefeziichtung erforderlichen 
Phosphatmengen benétigt. Das Problem der mikrobiologischen Fett- 
gewinnung ist damit prinzipiell gelost. Die weitere Arbeit wird vor allem 
in der technischen Durchbildung des Verfahrens zu leisten sein. 


Ill. Zur Physiologie der Fettbildung. 
a) Die Wirkung des Phosphatmangels. 


STEINER, HEIDE und RaarF waren die ersten, die bei ihren N-Mangel- 
versuchen auf die regelmiBige Gegenliufigkeit zwischen EiweiB und 
Fettgehalt hingewiesen haben. Die Feststellung, daB mit einem Steigen 
des Fettgehaltes stets ein Sinken des EiweiBgehaltes verbunden ist, 
konnte bei allen daraufhin untersuchten Mikroorganismen_bestitigt 
werden, gleichgiiltig ob es sich um Hefen oder Schimmelpilze handelte. 
Nun ist bei N-Mangel als Verfettungsagens an sich zu erwarten, da eine 
Verminderung der EiweiBbildung eintritt. Die Phosphatversuche zeigen 
aber, dafs hier tiefere Zusammenhiinge bestehen miissen. Denn auch 
bei P-Mangel trat die gleiche Erniedrigung des Eiweifgehaltes auf, 
obwohl hier keine direkte Beziehung zum EiweiB besteht, wie beim 
Stickstoff! 

' Auf die Bedeutung des C-N-P-Verhiltnisses fiir die Fettbildung hat soeben 
Damm [Cbl. Bakt. I Orig. 155, 337* (1950)] hingewiesen. 
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Tragt man die Werte fiir den EiweiB- und Fettgehalt der bei den 
P-Mangelversuchen geernteten Hefen ohne Riicksicht auf die jeweiligen 
Versuchsbedingungen in ein Koordinatensystem ein, so erhalt man die 
in Abb. 11 wiedergegebene % 
graphische Darstellung. Auf 50 
der Y-Achse sind die Roh- 
proteingehalte in % der 
Trockensubstanz, auf der X- 40 
Achse die entsprechenden Roh- 
fettgehalte eingetragen. Die 
Gegenlaufigkeit zwischen Ei- 30 
weiB- und Fettgehalt ist klar 
ersichtlich. Dariiber hinaus se 
laBt sich zeigen, daB offenbar 
eine bestimmte Beziehung zwi- 
schen den beiden Werten be- 15 
steht. In das Koordinaten- 
system ist eine Linie einge- 


tragen, welche alle diejenigen & 

Punkte verbindet, fiir die die 

Summe von Fett-und EiweiB- OY Ey Ti We een we ROLLY 
gehalt = 50% ist (z. B. 10% Fett 

Fett hi 40%, fiveik nid 40%, Abb. 11. eee und Fettgehalt 


Fett + 10° Eiweil}). Mansieht, 

da die experimentell gefundenen Punkte sich verhaltnismaBig gut um 
die Linie einordnen. Priifen wir daraufhin die bei anderen Objekten ge- 
fundenen Werte, so ergibt sich tiberall prinzipiell das gleiche. In Abb. 12a 


=, 
mee 
S 


50 60% 70 


Abb. 12a und b. Beziehung zwischen EiweiB- und Fettgehalt bei verschiedenen Mikroorganismen- 
(nach Vers. von RIPPEL-BALDES, RAAF und BERNHAUER.) 
a = Candida Reukauffii; b o = Endomyces vernalis, X = Mucor circinelloides. 


und b sind die entsprechenden Kurven wiedergegeben. Jedoch bestehen 
zwischen den einzelnen Organismen zum Teil ausgepragte Unterschiede im 
Summenwert fiir Fett- und EiweiSgekalt. So liegen die Werte bei Candida 


Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 15. 23 
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Reukaufii (Abb. 12a) im allgemeinen betrachtlich unter der 50%-Summen- 
linie, infolge des ungewohnlich niedrigen EiweiBgehaltes. Endomyces ver- 
nalis (Abb. 12b) dagegen schlieBt sich ziemlich genau der genannten Linie 
an, wihrend Mucor circinelloides (BERNHAUER u. Ravcu, 1948) einheitlich 
dariiber liegt. Es ist médglich, da hier neben den verschiedenen Ver- 
suchsbedingungen auch erblich festgelegte Unterschiede in bezug auf 
das gegenseitige Verhaltnis der Zellkomponenten: Fett, EiweiB, Asche 
und Kohlenhydrate zum Ausdruck kommen. Uber die Tatsache aber, 
daB bei allen daraufhin untersuchten Mikroorganismen ein gesetzmaBiger 
Gegensatz zwischen EiweiB- und Fettsynthese vorhanden ist, kann kein 
Zweifel mehr bestehen. 


Die alte Linpnersche Vorstellung von der EiweiB- und Fettgeneration, die 
einander im Kulturverlauf bei Endomyces ablésen, bedeutet im Grunde genommen 
dasselbe. Gleichwohl hat sich Ra4F in seiner Arbeit gegen diese Vorstellung gewandt. 
Er verfolgte das Wachstum und die Fettbildung von Endomyces in PrTrischalen 
auf synthetischer Nahrlésung nach W6trTsE, und zwar einmal mit 1% Asparagin 
als N- Quelle (Reihe A) und einmal mit 0,125%, also 1/, der N-Menge (Reihe B). 
Es war bekannt, daB in der N-armen Kultur regelmaBig starke Verfettung eintritt. 
In beiden Reihen erfolgte aber bis etwa zum 9. Tag eine Zunahme sowohl an 
Trockensubstanz, wie an Gesamtfett und Rohprotein. Daraus schlo8 Raar, daB 
die Trennung in Eiwei8- und Fettphase nicht aufrechterhalten werden kénne. Dem 
muB aber folgendes entgegengehalten werden: LINDNER [3] (1917) hat nicht erklart, 
daB in der Fettphase nur noch Fett gebildet wird. Er sagt vielmehr, daB die erste 
Phase ,,unter verhaltnismaBig starker Stickstoff-Aufnahme“ und _,,kraftigem 
Wachstum* verliuft, und bezeichnete sie als EiweiSgeneration. In der zweiten 
Phase sollte die Fettspeicherung einsetzen, wobei das Wachstum ,,nur verhaltnis- 
mabig gering® ist. Daraus geht hervor, daB Lrnpners Begriff ,,Fettgeneration“ ein 
gewisses Wachstum nicht ausschlieBt. Im iibrigen war es gerade LINDNERs Ent- 
deckung, daf das Auftreten der Fettphase von dem Mangel an Stickstoff abhangt. 
».Durch Darbietung einer stickstoffreien Zuckerlésung** war es ihm gelungen, die 
zunachst entstandene EiweiBgeneration in eine Fettgeneration umzuwandeln. 
RaaF hat danach also eigentlich beide Phasen getrennt untersucht und genauer 
charakterisiert. Das geht besonders daraus hervor, da in der Reihe A ein tiber die 
ganze Versuchsdauer hin gleichbleibender Gehalt von etwa 5% Rohfett und 35% 
Rohprotein festgestellt wurde: Die Kultur ist demnach stets in der EiweiBphase 
geblieben. Infolge des hohen N-Gehaltes der Nahrlésung ist es gar nicht zu einer 
Fettspeicherung gekommen. Die Reihe B dagegen kann vielleicht als reine ,,Fett- 
phase“ betrachtet werden. Bereits bei der ersten Analyse, am 4. Ziichtungstag, 
betrug der Rohfettgehalt 41% und der Rohproteingehalt nur 8—9%. Dieses Ver- 
haltnis blieb mit geringen Schwankungen unveriindert bis zum 11. Tag. Hier hat es 
also, offenbar infolge des geringen N-Gehaltes der Nahrlésung, gar keine EiweiB- 
generation gegeben, es sei denn, sie hiatte sich in den ersten Versuchstagen ab- 


gespielt. Diese Méglichkeit besteht, da bis zum 4. Tag keine Analyse gemacht wurde, — 


und da zu diesem Zeitpunkt die Trockensubstanzzunahme in der Hauptsache ab- 
geschlossen war. Immerhin zeigt der Versuch, daB starke Fettbildung und gleich- 
zeitiges Wachstum bis zu einem gewissen Grade miteinander vereinbar sind. Volle 
Klarheit erhalten wir aber erst bei einem direkten Vergleich der Wachstumskurven 
fiir die Reihe A und B, wie er in der Abb. 13 durchgefiihrt ist. Aus dem Vergleich 
geht hervor, daf die Fettkultur (Reihe B) nur etwa mit der halben Geschwindigkeit 
gewachsen ist, wie die EiweiBkultur (Reihe A). In der gleichen Richtung liegen die 


Physiologie und Technologie der Fettbildung bei Mikroorganismen. 341 


zahlreichen Beobachtungen, die bei den Phosphor-Mangelversuchen gemacht wur- 
den. Dabei wurde festgestellt (vgl. Tab. 7), daB mit erhdhtem Fettgehalt regelmaBig 
eine verlangerte Generationsdauer verbunden war, z. B. von 7 auf 14 bzw. 22 Std. 
Man wird demnach den Begriff der Eiwei8- und Fettphase als gerechtfertigt auf- 
rechterhalten, zumal er nicht nur bei Heterotrophen, sondern unabhangig davon 
auch bei Autotrophen in ahnlicher Weise aufgestellt wurde (v. Wrrscn, 1946). Er 
ist aber dahin zu prazisieren, daB die Fettphase stets mit einem verlangsamten, 
gehemmten Wachstum gekoppelt ist. 
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Abb. 13. Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeit von Endomyces v. kei N-reicher (a) 
und N-armer Kultur (b). (nach Vers. von RAAF.) 


Auf Grund der bei den N-Mangelversuchen festgestellten gegensatzlichen Be- 
ziehungen zwischen HiweiB- und Fettsynthese hat Raar folgende Hypothese auf- 
gestellt: Bei der Kohlenhydratassimilation entsteht ein ftir die KiweiB- und Fett- 
bildung gemeinsames Ausgangsprodukt. Ist reichlich assimilierbarer Stickstoff 
vorhanden, so wird dieses Ausgangsprodukt vor allem fiir die EiweiB-Synthese 
verwendet, im umgekehrten Fall fiir die Fettsynthese. Diese Vorstellung erfahrt 
eine bedeutende Stiitzung und Erweiterung durch die Tatsache, daB nun auch der 
wesentliche Einflu8 der Phosphorsiure auf den Fettstoffwechsel erwiesen worden 
ist. Bisher lagen hierzu nur Versuche von SMEDLEY-MaciEean und Horrert (1923, 
1924) vor, wonach der Zugatz von Phosphorsalzen zu Brauereihefe eme Beschleu- 
nigung und Steigerung der Fettbildung herbeifiihren soll. Nach A. L. BrrcnKovs- 
KasA (1940) ergibt P-UberschuB bei Endomyces ein fettarmes Wachstum, wahrend 
P-Mangel zu einer unvollstandigen Ausnutzung des Zuckers fiihrt. 


Die im vorhergehendem Abschnitt naiher beschriebenen Versuche haben 
erwiesen, daB erstens die Geschwindigkeit der Kohlenhydratassimilation 
bei aerober Ziichtung direkt von der verfiigbaren Menge an Phosphat ab- 
haingig ist. Zweitens wurde gezeigt, da reichliche P-Versorgung zu ge- 
steigerter EiweiBbildung’ fiihrt, wahrend P-Mangel eine erhdhte Fett- 
bildung veranlaft. Es sind demnach deutlich zwei Wirkungen der 


Phosphorsiure erkennbar: 
23* 
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1. Ein EinfluB auf die Geschwindigkeit des gesamten Zellstoffwechsels, 


2. eine Steuerung der Stoffwechselvorginge in Richtung auf Fett- 
bzw. Hiweif-Synthese. 


Aus der Garungsphysiologie ist bekannt, daB der Kohlenhydrat-Abbau nur tiber 
eine festgelegte Stufenfolge von Veresterungen mit Phosphorsaure erfolgen kann. 
Beim oxydativen Kh-Abbau und der Assimilation sind unsere Kenntnisse noch 
nicht so eingehend. Jedoch steht fest, daB auch hier die einleitenden Schritte in 
Phosphorylierungen bestehen. So haben BaRKER und Lipmann (1949) bei Pro- 


pionibacterium pentosaceum gezeigt, da sowohl Glucose wie Arabinose oxydativ — 


unter Aufnahme von anorganischem Phosphat verestert werden. Den im Zuge des 


Abbaues entstehenden x-Ketosiuren, insbesondere der Brenztrauben- und der 


x-Ketoglutarsiure, wird eine besondere Rolle zugeschrieben, da sie die Bausteine 


| 
| 
| 
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fiir die Synthese sowohl der Kohlenhydrate als auch der Fett- und Aminosauren — 


bilden (vgl. Lynun, 1942, Rorne 1947). Als Phosphorsiuredonatoren dienen bei 
diesen Synthesen energiereiche P-Verbindungen, wie Adenosintriphosphat und 


Acetylphosphat, die damit eine zentrale Stellung im Stoffwechselgeschehen ein- 


nehmen wiirden (vgl. BARKER u. BORNSTEIN 1948). 

Bisher hat man meist die in den Zellen ablaufenden Veranderungen der Phos- 
phatbindungen zu verfolgen versucht (LyNEN, 1940, Brandt, 1942). Dabei wurde 
die Zelle als geschlossenes System betrachtet und angenommen, da die Phosphor- 
siure einen steten Kreislauf zwischen Veresterung und Freisetzung durchmacht. 
Diese Auffassung erweist sich nunmehr als zu eng, da zumindest fiir aerob wachsende 
Hefe mit einer steten Phosphatzufuhr in das Zellinnere gerechnet werden muB. Das 
Phosphat geht dort nach den hier beschriebenen Versuchen sehr wahrscheinlich 
direkt in organische Bindung iiber. Arbeiten von NICKERSON u. MULttNs (1948) 
und NicKERSON (1949) deuten in die gleiche Richtung. Das aufgenommene Phosphat 
wird danach als Polymetaphosphat gespeichert. Wenn es zutrifft, daB bestimmte 
Phosphorverbindungen, wie z. B. Adenosintriphosphat u.a., diejenigen Stoffe sind, 
welche die Energie fiir die Synthesevorginge liefern, so ist damit auch zu erwarten, 
da P-Mangel nicht nur eine Verlangsamung des Kh-Abbaues, sondern dariiber 
hinaus eine allgemeine Hemmung der Wachstumsgeschwindigkeit zur Folge hat. 

Kin Verstandnis fiir die relative Férderung der Fettsynthese durch P-Mangel 
erscheint dagegen auf diesem Wege nicht erreichbar. Wenn wir aber das Augenmerk 
mehr auf die korrelierte Hemmung der Eiweib-Synthese richten, so ergeben sich 


Beziehungen zu den Befunden iiber die Bedeutung der Nucleinséiuren im Zellstoff-_ 


wechsel. Diesen komplexen, phosphorsiurehaltigen EiweiBkérpern kommt nach 
Untersuchungen von CaspErRsson (1941) sowie CASPERSSON u. BRANDT (1941) eine 
entscheidende Bedeutung fiir die KiweiB-Synthese zu. Es ist heute eine allgemein 


anerkannte Tatsache, daB alle zu identischer Reproduktion befahigten Zellkompo- 


nenten wie Chromosomen, Plastiden und Cytoplasma, ebenso auch die Viren, 
nucleinsiurehaltig sind. Man hat sogar die Hypothese aufgestellt, daB die Fahigkeit 
zu identischer Reproduktion, also eine der Grundeigenschaften lebender Systeme, 
generell vom Vorhandensein der Nucleinsiuren abhangt (CASPERSSON u. SCHULTZ. 
1938). Insbesondere ist CASPERSSON (I. c.) nach seinen experimentellen Ergebnissen 
der Ansicht, daB die in Hefe reichlich nachgewiesene Ribosenucleinsiure der Ort 
der Cytoplasma-Synthese ist. Bestiitigungen fiir diese Ansicht sind inzwischen 
auch von verschiedenen anderen Seiten erbracht worden. So laBt sich bei Hefen 
durch Zusatz von Acridinfarbstoffen eine reversible Sistierung des Wachstums 
erreichen. Auf Zusatz von Nucleinsiiuren beginnt das Wachstum wieder. Daraus 
erscheint der SchluB gerechtfertigt, daB die Wachstumshemmung durch eine 
Komplexbildung der Acridine mit Nucleinséuren hervorgerufen wird (Massart, 1947). 
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Wie bereits erwihnt, ist aber stets Phosphorséure am Aufbau der Nucleinsiuren 
beteiligt. Es ware daher denkbar, daB die Hefe bei P-Mangel weniger Ribose- 
Nucleotide bilden kann und somit die EiweiSsynthese gehemmt wird. Andererseits 
wurde mit Hilfe von radioaktivem Phosphor nachgewiesen, daB in nichtwachsenden 
Hefezellen der Phosphor der Nucleoproteide keine Umsetzung durchmacht. Werden 
die Zellen aber durch Zusatz von Ammonsulfat zur Proteinsynthese gebracht, so 
flie8t Phosphor aus der Nucleoproteidfraktion ab (SPIEGELMANN, 1947). Nach all 
diesen Beobachtungen erscheint es sehr wohl méglich, daB P-Mangel in besonderem 
MaB geeignet ist, die EiweiB-Synthese zu hemmen, so daB dann die vom Kh-Abbau 
herkommenden Bausteine vorzugsweise in den Weg der Fettsynthese gelenkt 
werden. 

Wieweit diese Vorstellungen den Tatsachen entsprechen, wird erst die weitere 
Forschung zeigen kénnen. Jedoch ergeben sich zumindest eine Reihe aussichts- 
reicher experimenteller Ansitze zur Klarung der angeschnittenen Fragen. 


b) Der maximale Fettkoeffizient. 


Da Fett gegeniiber EiweiB den etwa 1,7fachen cal-Wert  besitzt, 
so bedeutet die Fettspeicherung gleichzeitig eine Erhéhung des 
HEnergiegehaltes der Zelle. Es ist zu erwarten, dag dabei mehr Kohlen- 
hydrat aufgewendet werden muB als fiir das normale Wachstum. Unter 
der Voraussetzung, daB der ,,Nutzeffekt‘‘ des Kohlenhydratstoffwechsels 
eine Konstante ist, sollte daher der 6konomische Koeffizient mit stei- 
gendem Fettgehalt sinken. 

Fiir eine Nachpriifung der Frage sind die meisten der bisherigen Ver- 
suchszahlen nicht brauchbar, da im allgemeinen mit natiirlichen oder 
technischen Rohstoffen wie Molke, Holzzuckerwiirze und Sulfitablauge 
gearbeitet wurde. Diese Substrate lassen aber eine exakte Bestimmung 
des 6konomischen Koeffizienten nicht zu, weil in ihnen neben den 
analytisch bestimmten Zuckeranteilen stets noch andere C-Quellen ent- 
halten sind, die zum Teil ebenfalls assimiliert werden. Die in diesen 
Fallen ermittelten Gkonomischen Koeffizienten fallen dementsprechend 
regelmaBig zu hoch aus. Ein besonders deutliches Beispiel dafiir bieten 
einige Versuche von LINDNER (1922) mit Hndomyces auf Fichtensulfit- 
ablauge. Der vergirbare Zucker dieser Ablauge war zu 15 baw. 16 kg je 
10001 bestimmt worden, und die Trockensubstanz-Ausbeute zu 19,55 
bzw. 10,08 kg. Nimmt man an, der vergirbare Zucker sei vollstaindig 
assimiliert worden, so ergeben sich folgende dkonomische Koeffizienten: 
Tm ersten Fall 130 und im zweiten Fall 63. Derartige Werte sind natiir- 
lich unméglich. Sie beweisen geradezu, daB Endomyces vernalis in dem 
betreffenden Substrat nicht nur den vergiirbaren Zucker ausgenutzt hat, 
sondern noch eine betrichtliche Menge anderer C-Quellen, die bei der 
Bestimmung unberiicksichtigt geblieben waren. 

Es ist mithin erforderlich, sich auf diejenigen Falle zu beschranken, 
bei denen rein synthetische Naihrlésungen zur Anwendung kamen. Hier 
gind die Versuche von Raar an Hndomyces vernalis und Zygorhynchus 


344 Karu Lupwic SCHULZE: 


Moelleri sowie die von BERNHAUER u. Ravow (1948) an Mucor cirei- 
nelloides zu nennen. Tragt man die betreffenden Werte in ein Koordi- 
natensystem ein, mit dem dkonomischen Koeffizienten als X-Achse und 
dem Fettgehalt als Y-Achse, so erhalt man die in der Abb. 14 wieder- 
gegebene graphische Darstellung. Trotz der Verschiedenartigkeit der 
Versuchsbedingungen und der Mikroorganismen geht aus der Darstellung 
klar hervor, daB der dkonomische Koeffizient mit steigendem Fett- 
gehalt regelmaBig sinkt. Durch die fir 
Endomyces gefundenen Punkte 1aBt sich 
eine Gerade legen, der sich die tibrigen 
Werte gut zuordnen. Lediglich die 
Werte fiir Hndomyces auf Permutit- 
kultur fallen ganzlich heraus. Sie werden 
anschlieBend eigens besprochen. 
Allgemein bestitigt die Darstellung 
nicht nur das Sinken des 6konomischen 
Koeffizienten mit steigendem Fett- 
gehalt, sondern sie deutet durch die 
Gerade an, daB die Moglichkeit einer 
bestimmten Beziehung zwischen den 
beiden GroBen besteht. Auffallig ist, 
; daB die Werte fiir den 6konomischen 
Abb.14. Der maximaleFettkoeffizient.Dar- ws =f . 
gestellt durch die Beziehung zwischen Fett- Koeffizienten durchweg  verhaltnis- 
gehalt und maximalem ékon. K oeffizienten maBig niedrig liegen, sie bewegen sich 


bei verschiedenen Mikroorganismen (nach 5 ; 
Vers. von RAAF und BERNHAUER). zwischen 20 und 40%. Dementsprechend 


0 WO BO tua SO) SRO mE SOc GE 
ok. Koeffizient 


O = Endomyces vernalis. @ = desgl. bei J s Pas . : 
Periautitaasts, Cle Sayorhpeetue Moa sind auch die Fettkoeff izienten, die sich 
leri. Hl = Mucor circinelloides. durch Multiplikation des Fettgehaltes 
——— = Theoretische Linie fiir den maxi- . os ° ae 
malen Fettkoeffizienten.... — Kurve mit dem 6konomischen Koeffizienten 
fiir Fettkoeffizient = 15. ergeben, relativ gering. Ihre Werte be- 


tragen 8—13°. Nun ist es an sich eine 
alte Erfahrung, dafi Mikroorganismen in synthetischen Nahrbéden oft 
schlechtes Wachstum zeigen, da es ihnen dabei an Spurenelementen 
oder Wirkstoffen fehlt. Es wiire also durchaus méglich, da die oben- 


genannten Werte in giinstiger zusammengesetzten Nahrbéden weit — 


iiberboten werden kénnten. Fiir die mikrobiologische Fettgewinnung 
ist es aber generell von groBer Bedeutung zu wissen, welche maxi- 
male Fettausbeute méglich ist, bzw. welche Héchstwerte der Fett- 
koeffizient annehmen kann. Auf Grund allgemeiner energetischer Uber- 
legungen hat. Rrppet-BaLpzEs (1940) ermittelt, daB ein Fettkoeffizient 
von 15 etwa den Héchstwert darstellt. Die experimentellen Ergebnisse 
stehen damit im wesentlichen in Ubereinstimmung, 12—14 g Fett- 


ausbeute bezogen auf 100g assimilierte C-Quelle kénnen praktisch 
erreicht werden. 
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Da man den Fettgehalt weitgehend in der Hand hat und bis zu sehr 
hohen Werten hinauftreiben kann, z. B. 64,8% bei Mucor, so stellt die 
Trockensubstanzausbeute den begrenzenden Faktor fiir den Fettkoeffi- 
zienten dar. Es handelt sich alsoim Grunde um die Frage, welche Hohe der 
okonomische Koeffizient in Abhangigkeit vom Fettgehalt erreichen kann. 

Theoretische Vorstellungen dariiber, welche Héchstmenge an Trocken- 
substanz ein Mikroorganismus aus einer definierten Menge assimilierter 
C- Quelle bilden kann, bestehen bisher kaum. Es kommt dabei auf die 
GroBe des Atmungsverlustes an. RIPPEL-BALDES nimmt dafiir 30% als 
Grenzwert an, d. h. von 100 cal der assimilierten C-Quelle sollen 
mindestens 30 durch Atmung verloren gehen, so daB die gebildete 
Trockensubstanz im Hdéchstfall den cal-Wert 70 darstellen kann. 
Auf dieser Grundlage sind dann die Berechnungen fir den maxi- 
malen Fettkoeffizienten durchgefihrt. 

Bei Aspergillus niger wurde experimentell festgestellt, daB etwa 42% 
des aufgenommenen Kohlenstoffes als CO, im Betriebsstoffwechsel ver- 
loren gehen (FLiEG, 1922). Bei Oospora lactis auf Molke ergab sich ein 
Verlust von 44,7°% (M. Scumrp, 1938)?. 

Die fiir Pilze experimentell ermittelten 6konomischen Koeffizienten 
liegen verhaltnismaBig niedrig, im Durchschnitt bei 40. Sie sind fir junge 
Mycelien am héchsten. Als Maximalwerte wurden bei Aspergillus niger 
43 und bei Asp. orycae 48 gemessen (TERROINE u. WurRMszER, 1921, 
Tamiya, 1932). 

Bei Torulopsis utilis ist die Frage der theoretischen Maximalausbeute 
speziell gepriift worden (FINK, Kress u. LecHner, 1939). Als experimen- 
teller Héchstwert wurde ein 6konomischer Koeffizient von 52—53 fest- 
gestellt. Gleichzeitig wurden auf Grund der CO,-Entwicklung theo- 
retische Vorstellungen iiber die mégliche Héchstausbeute entwickelt. 
Sie gehen darauf zuriick, daB die C-Verluste durch CO,-Abgabe bei 
aerober Ziichtung sich erfahrungsgema8 einem unteren Grenzwert von 
33%, bezogen auf vollstindige Verbrennung des verbrauchten Zuckers, 
nahern. Auf Grund dessen wird angenommen, daB vom aufgenommenen 
Kohlenstoff mindestens 1/,; als CO, wieder abgegeben wird, wahrend 
héchstens 2/, in Zellsubstanz umgeformt werden konnen. Diese Zwangs- 
laufigkeit ergibt sich, wenn man annimmt, daf die ersten Stufen des 
aeroben Kohlenhydratstoffwechsels bis zum Acetaldehyd ebenso ver- 
laufen wie bei der alkoholischen Garung: 

CH20,2= Os + 2CH,CHO + 2C0, + 24,0. 
Von den 6 C-Atomen der Glucose werden danach 2, d.h. 1/3, als CO, 
frei und 4, d. h. 2/,, konnen maximal als Baustein fiir neue Zellsubstanz 


1 In der betreffenden Veréffentlichung ist der C-Verlust mit 35,45 % 
angegeben. Das ist offenbar ein Druckfehler. Es soll heiBen 39,45% bezogen auf 
insgesamt gebotene C-Menge. 
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verwendet werden. Diese Hypothese findet durch neuere Untersuchungen 
von Cirrron (1947) eine Erginzung und Bestitigung. Er ist der Ansicht, 
daB die Dissimilation allgemein weniger der Energiebeschaffung als viel- 
mehr der Bereitstellung von Bausteinen fiir die Zellsynthesen dient. Das 
AusmaB der Assimilation richtet sich daher nicht nach dem Energiegehalt 
der jeweils verarbeiteten C-Quelle, sondern vielmehr nach stéchio- 
metrischen Gesichtspunkten. Er fand bei Sacch. cerevisiae in aerober 
Kultur, da& regelmaBig etwa 33% des fiir die véllige Oxydation der 
verbrauchten Glucose erforderlichen Sauerstoffs aufgenommen und 
ebenso etwa 33°% an CO, abgegeben wurde. Entsprechend dem gegen- 
iiber der obigen Gleichung erhéhten Sauerstoffverbrauch stellte er fol- 
gende Gleichung fiir die oxydative Assimilation der Glucose auf: 
C,H,00, + 2 0. _+ 4(CH,O) + 2CO, + 2H,0. 

Auch hiernach sind héchstens ?/, des Kohlenstoffs der Glucose fiir die 
Synthese neuer Zellsubstanz verfiigbar. 

100 g Glucose enthalten 40 g C. Davon kénnen demnach maximal 
2/, = 26,7 g in Hefezellsubstanz umgewandelt werden, wihrend 13,3 g C 
in Form von 48,9 CO, abgegeben werden miissen. Der C-Gehalt der 
Hefetrockensubstanz, ebenso wie der der Pilztrockensubstanz, kann 
durchschnittlich zu 45—47°% angenommen werden (Tamiya). Danach 
ergibt sich als theoretische Grenze fiir den 6konomischen Koeffizienten 
ein Wert von rund 57—60. 

Von hier aus ist es nun moéglich, auch den Versuch zu einer scharferen 
Fassung der theoretisch méglichen Fettausbeute zu machen. Der Ver- 
brennungswert fiir 1 g Hefe- bzw. Pilztrockensubstanz ergibt sich im 
Durchschnitt zu 4,8 Kal (Tamrya). 60 g Trockensubstanz stellen danach 
288 Kal. dar, d.h. rund 77%, des im assimilierten Zucker gegebenen 
Warmewertes. Nimmt man an, dafi die Energieausnutzung eine Kon- 
stante ist, so mtBte bei der Fettspeicherung der 6konomische Koeffi- 
zient proportional zur Steigerung des Energieinhaltes der Zellen ab- 
sinken. Dab die Fettspeicherung eine Zunahme des kalorischen Wertes 
bewirken muB, ist offensichtlich. Nach eigenen Untersuchungen ergaben 
sich beim Vergleich zweier Hefen die Werte der Tab. 8. Die Hefe mit 
18% Rohfettgehalt besa® also bereits einen um 0,5 Kal/g erhéhten 
Warmewert. 


Tabelle 8. 
Rohtett Rohprotein a! 4 
in %d. Tr.-S. | in % der Tr.-S. Kal/g Tr.-S. 
y 
EiweiBhefe ..... 5,1 49,3 4,8 
Fetthefe ....... 18,2 29,0 D530 


Weitere derartige Messungen des Warmewertes bei verschiedenen 
Fettgehalten liegen bisher nicht vor. Es ist jedoch méglich, auf Grund 


ee 
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der empirischen analytischen Durchschnittszusammensetzung der Zelle 
angenaherte Werte fiir deren Energiegehalt zu berechnen (RIPPEL- 
Baupes, 1940). Setzt man fiir Kohlenhydrate den cal-Wert = 1, dann 
resultiert fiir EiweiB 1,7 und fiir Fett 2,5. 

In Tab. 9 sind die danach erhaltenen Zahlen fiir verschiedene Fett- 
gehalte zusammengestellt. Das Ansteigen des kalorischen Wertes mit 


Tabelle 9. Beziehung zwischen Fettgehalt und cal-Wert der Trockensubstanz. 


Zusammensetzung der ; 4 : | . L 

Mrockensnbatanz oS eal-Wert % ~~ \eal-W ert) of jcal-W ert % |eal-Wert 
Pape clatinghe | bee et 5 12,5| 20! 50 | 40/100 | 50/125 
Biwveib! cance? eid. BON IBS ob BO AB | 10) 15 5 7.5 
Restl. org. Substanz* ..... WT ale BF 425 AD orl! 46.0 46 41 | 41 
Asche CR ETH Eo RO 8 eel 8 a | 4 == | 4 — 
Rol. Summe ..s...--..- os | | 124.5 | ey Kee 161 | (173.5 

| 


* Die restliche organische Substanz wird als Kohlenhydrat aufgefa8t mit dem 
kal. Wert = 1. 


dem Fettgehalt ist klar ersichtlich. DaB die auf diese Weise gefundenen 
Naherungswerte den Tatsachen entsprechen, geht aus einem Vergleich 
mit der experimentell fiir 18% Fettgehalt ermittelten Zah] von 5,3 cal. 
hervor. Setzt man den Ausgangswert 124,5 dem fiir EiweiBhefe gelten- 
den Wert von 4,8 cal gleich, so entspricht der Wert 137 ~ 5,28 cal. 
Die Ubereinstimmung ist also gut. Die theoretisch médglichen 6kono- 
mischen Koeffizienten miiBten sich dann umgekehrt verhalten wie 
124,5 : 137: 161 : 173,5. Mit 60 als Ausgangspunkt fiir den 6konomischen 
Koeffizienten bei 5°% Rohfettgehalt ergibt sich dann die in Tab. 10 


Tabelle 10. Grenzwerte fiir den dkonomischen 
Koeffizienten bei steagendem Fettgehalt. 


Rohfett in % d. Tr.-S. | Maxim. 6k. Koeffizient 
5 | 60 
20 54,5 
40 46,4 
50 43,5 
60 | 39,0 


wiedergegebene Zahlenreihe fiir die Grenzwerte des 6konomischen 
Koeffizienten bei steigendem Fettgehalt. Die Verbindung der ent- 
sprechenden Punkte ergibt in unserem Koordinatensystem eine ver- 
haltnismaBig steile Gerade (Abb. 14). Diese Gerade veranschaulicht, in 
welchem Ma der maximale 6konomische Koeffizient mit steigendem 
Fettgehalt sinken mu8. Als Voraussetzung gilt stets, daf der Kohlen- 
hydratstoffwechsel mit einer Héchstenergieausniitzung von 77% arbeitet, 
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unabhangig vom Fettgehalt. Es fallt zunachst auf, daB die fir Endomyces 
experimentell gefundene Ausbeutelinie angenahert parallel dazu ver- 


(ness wr 


lauft. Sie stellt gewissermaBen etwas Ahnliches auf einer niedrigeren — 


Stufe des 6konomischen Koeffizienten dar. Es ist also wahrscheinlich, 
daB unserer theoretischen Maximalausbeutelinie eine gewisse reale Be- 


deutung zukommt. Auch die vorher so ausgefallenen Punkte fiir die — 


Permutit-Versuche (RAAF) lassen sich jetzt besser einordnen. Die Per- 
mutitkultur unterschied sich dadurch von den anderen Versuchen, daB 
hier das NH, der Nahrlésung an Permutit gebunden war und nur nach 
MaBgabe des Verbrauchs durch den Pilz vom Permutit nachgeliefert 
wurde. Wie bereits RAAF erwaihnte, verlauft der Stoffwechsel unter 
diesen Umstiinden offenbar mit einer besonders hohen Okonomie, so daB 
trotz der relativ hohen Fettgehalte von 26—28%, 6konomische Koeffi- 
zienten von 46—48 erreicht wurden. Dabei bleiben die Werte jedoch, 
wie zu fordern, eindeutig unterhalb der theoretischen Grenze. 

Eine eigenartige Folgerung der hier entwickelten theoretischen 
Maximalausbeutelinie ist die, daB der Fettkoeffizient mit steigendem 
Fettgehalt stetig zunimmt. Es ergeben sich danach fiir die verschiedenen 
Fettgehalte die in Tab. 11 angefiihrten Grenzwerte fiir die Fettausbeute 
bezogen auf 100 g verbrauchten Zucker. 


Tabelle 11. Beziehung zwischen Fettgehalt und 
maximalem Fettkoeffizienten. 


Fettgehalt in °, d. Tr.-S. Maximaler Fettkoeffizient 
5 3 
10 5,8 
20 10,9 
30 15,1 
40 18,5 
50 21,7 
60 23,4 


Ks ist aus mehreren Griinden verstindlich, daB die Linie fiir den 
maximalen Fettkoeffizienten nicht beliebig nach oben und unten aus- 
gezogen werden kann. Sie kann offensichtlich nur zwischen bestimmten 
Grenzen gelten, die durch biologische Gegebenheiten bedingt sind. Die 
Grenzen liegen darin, das der Rohfettgehalt weder beliebig sinken noch 
steigen kann. Zu jeder lebensfiihigen Zelle gehért aller Wahrscheinlich- 
keit nach ein bestimmter Mindestgehalt an Lipoiden, Phosphatiden 
und Sterinen (Brutry, 1926). Andererseits kann der Rohfettgehalt auch 
eine obere Grenze nicht tiberschreiten, da sonst nicht mehr geniigend 
Raum fiir den eigentlichen Trager der Lebensfunktionen, das Cyto- 
plasma, sowie fiir die tibrigen Zellkomponenten wie Kohlenhydrate, Zell- 
wiinde und Aschebestandteile vorhanden ist. So sind bisher bei Hefen 
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nur in einem Fall 50% Rohfett iiberschritten worden (Rhodotorula gra- 
cilis nach ENERO u. Mitarb., 1946). Bei Pilzen scheint das Maximum bei 
_ etwa 65% zu liegen. Insbesondere ist durch das Sinken des Protoplasma- 
HiweiBgehaltes zwangsliufig eine mit steigendem Fettgehalt zunehmende 
_Behinderung der Lebensprozesse zu erwarten. Es ist daher z. B. fraglich, 
ob bei 50% Fett und nur 5—10% EiweiBgehalt der energetisch noch 
moglich erscheinende dkonomische Koeffizient von 43,5 (Fettkoeffizient 
= 21,7) zellphysiologisch realisierbar ware. Die Experimente, so weit bis 
jetzt vorhanden, deuten jedenfalls darauf hin, da8 bei hohen Fettgehal- 
ten ein stirkeres Absinken des 6konomischen Koeffizienten stattfindet, 
als es der theoretischen Linie entspricht (vgl. Abb. 14). Es ist ohne 
weiteres denkbar, daB bei so geringen EiweiBgehalten der energetische 
Nutzeffekt zwangsliufig absinken mu8 gegeniiber eiwei®reichen Zellen. 
Ferner ist durch die oben geschilderten Phosphatversuche experimentell 
erwiesen, daB mit steigendem Fettgehalt ganz allgemein die Reaktions- 
geschwindigkeit der Lebensprozesse stark abnimmt. Schon dies bedeutet 
eine zunehmende Verschlechterung des Nutzeffektes. 

Eines jedoch ist als Ergebnis dieser Uberlegungen festzuhalten: Der 
Fettkoeffizient steigt mit zunehmendem Fettgehalt. So tritt bei 20% 
Rohfettgehalt ei maximaler Fettkoeffizient von rund 11 g auf. 
Mehr als 11 g Fettausbeute bezogen auf 100g verbrauchten Zucker 
sollen bei diesem Fettgehalt also nicht moglich sein. Erst von 30% 
Fettgehalt an erscheint ein Fettkoeffizient von 15 als médglich. 
Die bisherigen experimentellen Ergebnisse stehen damit in vollem 
Einklang. Fettkoeffizienten bis zu rund 18 werden erst bei 40% 
und mehr Fettgehalt erreichbar. Allerdings sind hier aus den oben er- 
orterten Griinden zunehmende Schwierigkeiten zu erwarten. Man wird 
daher fiir praktische Zwecke die giinstigsten Ergebnisse bei einem Fett- 
gehalt von rund 30% erzielen konnen. Besonders deutlich werden diese 
Verhiltnisse durch einen Vergleich mit der Kurve fiir den Fettkoeffi- 
zienten = 15, die ebenfalls in das Koordinatensystem der Abb. 14 ein- 
getragen ist. Der genannte Wert stellt, wie bereits erwahnt, nach RiPPEL- 
BaLDES etwa das Maximum des Erreichbaren dar. Er ist bisher jedoch 
mehrfach iiberschritten worden, so bei Candida Reukaufii, Mucor cirei- 
nelloides und Rhodotorula gracilis. Allerdings ist dabei zu beriicksichtigen, 
daB in diesen Fallen zum Teil keine genau definierte C- Quelle vorlag, 
wie die Autoren selbst bemerkten. Der 6konomische Koeffizient ist dem- 
entsprechend hier wahrscheinlich etwas zu hoch gefunden worden und 
hat vielleicht auf diese Weise die Uberschreitung der Grenzlinie herbei- 
gefiihrt. In einigen Fallen ist jedoch die Uberschreitung des bisherigen 
Grenzwertes so bedeutend, daB sie nicht mehr allein auf Grund der Un- 
sicherheit der C- Quellenbestimmung erklarbar ist. Das trifft z. B. zu bei 
Rhodotorula gracilis, wo bei Fettgehalten bis zu 64% Fettkoeffizienten 
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bis zu 20 ermittelt wurden. Es erscheint daher auch von der experimen- 
tellen Seite her gerechtfertigt, den maximalen Fettkoeffizienten im Sinne 
der hier entwickelten Vorstellungen nicht als einen festen Grenzwert 
aufzufassen, sondern vielmehr als eine Funktion des Fettgehaltes. Zu 
jedem Fettgehalt gehort ein bestimmter maximaler Fettkoeffizient, der, 
wie in Tab. 11 dargestellt, bei 50% Rohfett 21,7 und bei 60% Rohfett 
sogar 23,4 betragt. Ordnet man die bei Rhodotorula gracilis erhaltenen 
experimentellen Werte in dieses System ein, so ergibt sich, daB auch 
sie, wie zu fordern, unterhalb der theoretischen Grenze bleiben. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird ein neues Ziichtungsverfahren fiir Mycelpilze mit Ober- 
flachenwachstum beschrieben, bei dem hangende Gitter verwendet 


werden und das eine sterile kontinuierliche Kultur bei erhéhter Flachen-. 


ausnutzung erlaubt. 


2. Der Phosphatstoffwechsel der Hefe bei kontinuierlicher aerober 
Ziichtung wird experimentell untersucht. Dabei wird gezeigt, 

a) daB die Hefezelle unter diesen Bedingungen laufend und rasch 
Phosphat aufnimmt bis zu einer bestimmten Siattigungsgrenze; 

b) daB es durch dosierte Phosphatzufuhr méglich ist, den Phosphat- 
gehalt der erzeugten Hefe willkiirlich zwischen etwa 0,5 und 5% P,O; 
bezogen auf Trockensubstanz zu regulieren; 

c) daB ein direkter Zusammenhang zwischen der Geschwindigkeit der 
Kohlenhydratassimilation, des Wachstums und der in der Zelle vor- 
handenen Phosphatmenge besteht; 

d) dafX§ iiber die Phosphatzufuhr eine Steuerung des aeroben Stoff- 
wechsels der Hefe erreicht wird, wobei reichliche Phosphatversorgung 
eine gesteigerte KiweiBsynthese und Phosphatmangel eine gesteigerte 
Fettsynthese bewirkt; 

e) daB es unter Phosphatmangel méglich ist, fettreiche Hefe in groB- 
technischem MaBstab aus Sulfitablaugen zu ziichten. 


3. Es wird eine theoretische Vorstellung iiber die physiologische Wir- 
kung des Phosphatmangels gegeben, wonach erstens Phosphatmangel 
durch Hemmung der Kohlenhydratassimilation eine allgemeine Verlang- 
samung des Stoffwechsels herbeifiihrt, und zweitens eine spezifische 
Hemmung der Eiweifisynthese iiber die phosphorsiurehaltigen Nucleo- 
tide. Diese Hemmung der Kiweifisynthese soll sekundar die Steigerung 
der Fettbildung zur Folge haben, da die von der Kohlenhydratassimila- 
tion herkommenden Bausteine mehr in den Weg der Fettsynthese ge- 
lenkt werden. 


4. Es wird eine Kurve fiir den theoretisch méglichen maximalen Fett- 
koeffizienten entwickelt. 
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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen. 


Vorkommen von Azotobacter agilis Beijerinck 
in Deutschland. 


Von 
HERTA FUCHTBAUER. 


(Eingegangen am 10. Oktober 1949.) 


Azotobacter agilis, 1901 erstmalig von BrIsERINCK beschrieben, ist ein Wasser- 
bakterium, das den Stickstoff der Luft bindet. Da es wegen einer ahnlichen Farb- 
stoffausscheidung leicht mit Azotobacter Vinelandii verwechselt wird, lehnten 
KLUYVER u. VAN REENEN die Identitat aller bisher als Azotobacter agilis isolierten 
Organismen mit dem von BEIJERINCK untersuchten Stamm ab. Sie vermuteten 
zunachst, daB sein Vorkommen auf die hollandischen Binnengewasser beschrankt 
sei, denn er wurde mit Sicherheit nur aus dem Kanalwasser in Delft (Br1sERINCK, 
KiLUvuyvER u. VAN REENEN) und aus einem Vorfluter in Wageningen, in den Ab- 
wasser einer Papierfabrik miindeten (KLUYVER u. VAN DEN Bout, ein Stamm von 
K.'T. WieRtNGA), isoliert. Jedoch muBte diese Annahme erweitert werden, da sich 
Azotobacter agilis auch in England fand. Die Identitat des von Nicor in den Norfolk 
Broads an der Ostkiiste Englands aus einem Entwasserungskanal isolierten Stammes 
mit dem hollindischen wurde von KLUYVER bestatigt. 


Es wird allgemein angenommen, da der Organismus eine Sonder- 
stellung unter den Bakterien einnimmt, da sein Vorkommen auf wenige 
Standorte beschrankt ist. Azotobacter agilis wachst auf allen Nahrbéden 
schlechter als die anderen A zotobacter-Arten, ist daher schwer zu isolieren 
und wird leicht tiberwuchert. Vielleicht ist die selten gelungene Isolierung 
allein diesen Umstiinden zuzuschreiben. 


1. Isolierung. 


Ks -wurde zunichst versucht, diesen Organismus aus dem 17 km O6stlich von 
Gottingen gelegenen Seeburger See zu isolieren, einem etwa 1 qkm groBen Binnen- 
gewasser in der Buntsandsteinhochflaiche des Eichsfeldes. Nach den von den oben 
angegebenen Autoren beschriebenen Methoden wurden zunachst Anreicherungs- 
kulturen angesetzt: 0,1% Agar-Agar, 2% Mannit, 0,1% sekundares Kaliumphos- 
phat, 0,1% Calciumcarbonat, 0,5% Magnesiumsulfat, 10 mg% Eisensulfat und 
Spuren Erde (Molybdan). Mannit ist fiir das Wachstum ungiinstiger als Glykose, 
zur Unterdriickung der Begleitorganismen jedoch vorteilhaft. 

In der Anreicherung einer Schlammprobe aus etwa 30 cm Tiefe, die 
im November 1945 aus dem Seeburger See entnommen wurde, zeigten 
sich nach einem Monat groBe, monadenférmige, besonders bewegliche, 
glasklare Zellen. Die Triibung der Kultur war blaulich, die Decke braun. 
Die zweite Anreicherungskultur dieser Stammkultur firbte sich nach 
einem weiteren Monat leuchtend rot. Nun war die Wahrscheinlichkeit, 
daB es sich um Azotobacter agilis handelte, schon ziemlich groB, denn 
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BErIJERINCK erzielte Violettfirbung auch erst bei alteren Kulturen. Alle 
von ihm beschriebenen Merkmale stimmten mit diesem Organismus 
uberein: er hatte besonders groBe Zellen (4x4 uw), die mit mehreren 
GeiBeln, falls geniigend Sauerstoff zur Verfiigung stand, sehr lebhaft 
schwarmten. Auf Mannitagar bildete er nach 2—3 Tagen kleine (I—2 mm) 
trockene Kolonien, schied einen wasserléslichen griinen bis violetten 
Farbstoff aus und hinterlieB in die Umgebung des Impfstriches hinein 
ein weifes Prazipitat. Es kénnte noch hervorgehoben werden, da die 
flachen Kolonien sowie Impfstriche auf Glykoseagar nicht immer 
Farbstoff ausschieden, wie auch KLUyvER und van DEN Bovr fest- 
stellten. Die Kolonien fairbten sich im Alter in der Mitte hellbraun. Die 
Farbstoffausbildung konnte im Gegensatz zu Kaysers Angaben (bei 
denen es sich wahrscheinlich um eine andere Azotobacter-Art handelte) 
auch durch tagelanges Beleuchten mit einer Gliihbirne bei Wasser- 
kthlung nicht forciert werden. Die weiBen Niederschlige um die Kolo- 
nien erwiesen sich als Ausfallungen von kohlensaurem Kalk. 


Die Reinziichtung war sehr schwierig, da Azotobacter agilis von den schleimigen 
Begleitorganismen kaum zu trennen war und ohne diese sehr sparlich wuchs. Es 
wurden im ganzen tiber 60 Passagen abwechselnd iiber fliissigen und festen Nahr- 
béden durchgefiihrt, bis der Organismus (7 Monate nach der ersten Isolierung) ganz 
rein war. Fiir die Passagen wurden die von BEIJERINCK, KLUYVER u. VAN REENEN 
angegebenen Nahrbdéden beniitzt: Mohrenagar, Mannitagar (an Stelle von Mannit 
wurde auch Lavulose, oder fiir Reinkulturen Glykose genommen), Kreideagar und 
Gipsplatten mit Nahrlésung. 

Alle von FiscHeR angegebenen Kontrollen auf Reinheit (mikrosko- 
pische Untersuchungen, Impfungen in Bouillon und auf Peptonbouillon- 
Agar mit Oxalatzusatz) wurden durchgefiihrt, sowie die von KLUYVER 
und VAN REENEN angefiihrten Priifungen auf Identitat. So wurde Azoto- 
bacter agilis mit Azotobacter chroococcum, Az. Vinelandii und Az. Bet- 
jerinckit auf verschiedenen Nahrbéden mikroskopisch und makroskopisch 
verglichen. Da alle Merkmale genau iibereinstimmten, und die Unter- 
scheidung von den anderen Azotobacter-Stammen sehr einfach war, 
lag hier ohne jeden Zweifel Azotobacter agilis identisch dem Stamme 
von BEIJERINCK vor. 


2. Vorkommen. 


Nachdem die erste Isolierung verhiltnismaBig leicht gelungen war, 
schien es von Interesse, ob das Vorkommen von Azotobacter agilis an das 
Wasser gebunden ist und ob sich seine Standorte von denen des Az. 
chroococcum unterscheiden. Az. agilis ist wahrscheinlich eine typische 
Wasserform (BEIJERINCK) und hat im Gegensatz zu den anderen Azoto- 
bacter-Arten folgende Eigenschaften: Die Zellen sind stromlinienformig 
und haben kraftige GeiBelbiischel, sind daher noch in alten Kulturen 
sehr beweglich. Sie bilden keine Dauerformen (BEIJERINCK) im Gegen- 
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satz zu den Zellen von Az. chroococcum (PRAzMOWSKY). Az. agilis 
gedeiht bei 20° besser als bei héheren Temperaturen, Es wachst in 
fliissigen Nahrldsungen mit grofen Zellen, auf festen Nahrbéden bildet 
es trotz seiner Beweglichkeit nur sehr kleine Kolonien und Zellen. AuBer- 
dem scheint es im Konkurrenzkampf besonders schwach zu sein, kann 
also bei der geringen Bakterienkonzentration im Wasser besser gedeihen. 
Es wurde nachgepriift, ob die Wasserform Az. agilis gegen Austrock- 
nung empfindlicher ist als die 3 anderen Formen. Az. chroococcwm halt 
sich im allgemeinen nach Austrocknung noch 10 Jahre (OMELIANSKY, 
zitiert nach RrppEL-BaLpgs, 8. 129). Auf Deckglisern ausgestrichene 
Kulturfliissigkeit der 4 Azotobacter-Arten wurde bei 20° 48 Std getrock- 
net und dann in Erlenmeyerkolben mit Kulturlésung gebracht. Der 
Agilis-Kolben zeigte keine Triibung, die Kultur war abgestorben, die 
3 anderen Kolben waren bewachsen. Am stiirksten war die Entwicklung bei 
Az. chroococcum (allerdings Involutionsformen bis 45 ) und Az. Vinelandii. 

Um zu erfahren, ob dieser Befund eine dkologische Bestitigung findet, 
wurden 7 zu verschiedenen Zeitpunkten (Oktober 1945 bis Mai 1946) 
aus dem Seeburger See und der Erde entnommene Proben auf das Vor- 
kommen von Az. chroococcum und Az. agilis untersucht. 


Tabelle 1. Vorkommen von Azotobacter im Seeburger See. 
Die Ziffern geben an, bei wie vielen Probeentnahmen Azctobacter isoliert wurde. 


Seeburger See | Az. chroococcum | Az, agilis 
Wasser ensue 3 | 1 
Uferschlamm ...... 3 ib 
Bebili etic agers. ) _ — 
Algen (Ufer) ...... 7 — 
Algen (Kahn) ..... 7 — 


Pfostenbelag (Algen) | 
tiber Wasser .... 

Pfostenbelag (Algen) 
unter Wasser .... | 

Erde am See ...... 


-I 


~J «J 


Wie erwartet, fand sich Az. agilis nur im Wasser, Az. chroococcum da- 
gegen an allen untersuchten Standorten mit Ausnahme des Schilfes. 
Nach J. RemyKke# (zitiert nach Barer) soll Az. chroococcum mit Volvox 
vergesellschaftet sein, nach M. SCHROEDER (zitiert nach RipPpEL-BALDEs, 
8. 295) mit Chlorella. Dementsprechend wurde Az. chroococcum bei allen 
Algenproben gefunden, auf dem Pfostenbelag iiber Wasser sogar in noch 
stirkerer Konzentration als in der Erde. Aus dem Wasser konnte es nicht 
immer isoliert werden, jedoch 6fter als Az. agilis, das nur bei 2 Probe- 
entnahmen gefunden wurde. Da Az. chroococcum aus diesen beiden 
Proben nicht isoliert wurde, besteht die Wahrscheinlichkeit, daB es 
Az. agilis in den anderen tiberwuchert hatte. 
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Az. agilis wurde von allen anderen Autoren immer in Abwasserkanalen 
und Entwasserungsanlagen gefunden. Um zu klaren, ob das Vorkommen 
dieses Organismus an bestimmte Bedingungen gebunden ist, wurden 
daher aus 14 verschiedenen Gewassern in 4wéchigem Abstand je 2 Proben 
entnommen und je ein Kolben mit Nihrlosung, mit und ohne Agar- 
zusatz, und 2 Platten beimpft. Die Anreicherungen wurden dann zu ver- 
schiedenen Zeiten makroskopisch und mikroskopisch untersucht und 


Tabelle 2. Vorkommen von Azotobacter in 14 verschiedenen Gewtssern in der Nhe 
Gottingens. 
Die 2. Spalte gibt das Vorkommen von Az. chroococcum an, die 3, das von Az. 
agilis. Die 4. Spalte zeigt die topographische Lage zu Gottingen, die 6., ob das 
Gewasser direkt von Kulturland umgeben ist. 


1 2 3 4 es | 7 
Gewiisser aide act Lage ene Kultur- Bemerkungen 
coceum | *9is mung | land | 
Seeburger See ..| + ee LD aE or, |) oe Von Schilf und Wiesen 
NO _ umgeben, eutroph. 
Kiesgrube ..... + SeeMPA OK + | + | GroBes Gewasser, kinstl. 
| wieSa] | Ursprung. 
Lehmkuhle : / | | 
Rosdorfer Str. .| + ee Saka) ee + Kleiner Tiimpel, sehr kla- 
| eh | res, bewachsenes Wasser. 
-Rosdorfer Teich .| — — | 4m +  — | GroBer sauberer Fisch- 
SW | | teich, Wiesen durch Weg 
Grone: | 4km | abgetrennt. 
Quellwasser .... — =a PA ee — | Quelle gefaBt. 
Springmiihlen- | 4km . | 
Pech e ss ooh |} — | — | WwW + | + | Wasser direkt aus der 
Gronequelle kommend. 
Iheine (FluB)....) + — |2kmj| ++ | + | AuBenbezirk von Géttin- 
| NW | | gen. 
Tiimpel: | | | | 
Bismarckturm/ | | | 3 km | | 
Hamholzhoft... 1 — | — O +4 | — | Fichtenwald,Wasserlinsen. 
Tiimpel : | | 
Gottingen/ | | 3km | | Zeitweise trockenliegend, 
Herberhausen..| + | — | O ++ | + | Waldwiese. 
Tiimpel: | | | 
Nahe Herber- | | 3 km Meist ausgetrocknet, stark 
MGAIBON «hve aes eee ee O ++ ze bewachsen, Viehweide. 
Teich: Bahnhofs- | 
anlagen..  *. © + — | Gttg.) ++ + Wasserlinsen. 
Schwanenteich... + | — | Gttg.[+++} + Faulschlammreich. 
Botanischer | | 
Garten... <1: eee ges tte ee + | Bewachsen. 
SchloBteich 
Gieboldehausen + | PN ea ee — | Wasserlinsen, Wald, 
NO Wiesennahe. 
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verschiedenen Passagen unterworfen, bis einwandfrei festgestellt werden 
konnte, um welchen Organismus es sich handelte. 


Aus der Tabelle geht hervor, da8 Az. agilis nur in den beiden gréBten 
Gewiissern, dem Seeburger See und der Kiesgrube bei Gottingen ge- 
funden wurde. Beide sind wenig verschmutzt, stehen jedoch in Verbin- 
dung mit verunreinigten Gewiissern. Aus der Leine, in die direkt Ab- 
wisserkanile miinden, wurde es nicht isoliert, aus den stark verschmutz- 
ten Tiimpeln ebenfalls nicht. Ob es jedoch hier durch andere <Azoto- 
bacter-Arten unterdriickt wurde, kann nicht mit Sicherheit gesagt wer- 
den. Az. chroococcum kam in allen von Kulturland umgebenen, alteren 
Gewiissern vor, war jedoch dort nie durch Platten, sondern nur durch 
Anreicherungskulturen zu erfassen. Dies ist ein Zeichen dafiir, daB die 
Konzentration von Az. chroococcum in Gewissern wesentlich kleiner ist 
als in der angrenzenden Erde. Ob diese Organismen wassereigen sind 
(PRAzMOWSKI: Salzmeere) oder zufallig von auBen hineingekommen 
sind und sich vermehren, kann nicht festgestellt werden; die Frage ist 
auch ohne Bedeutung. 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB Az. agilis wesentlich ver- 
breiteter ist, als allgemein angenommen wird und nur wegen der schwie- 
rigen Ziichtung auf Kulturmedium so selten gefunden wurde. Es sei 
noch erwahnt, daB Nico, der wihrend eines siebentigigen Aufenthaltes 
in Nordengland mehrere Gewisser auf Az. agilis untersuchte, dieses nur 
in der am letzten Tage entnommenen Probe fand. Es liegt nahe, da 
Az. agilis bei den alteren Anreicherungen (wie wahrscheinlich bei den 
meisten Probeentnahmen vom Seeburger See) durch ungiinstige Be- 
dingungen in den GefaiBen bereits von Az. chroococcum, das in allen 
Proben gefunden wurde, iiberwuchert war und daher von Nicou nur aus 
der letzten Probe isoliert werden konnte. 

Barter stellte fest, da die Vermehrung der Azotobacter-Arten in Gewassern vom 
teichwirtschaftlichen Standpunkt aus wesentlich ist und erwahnt den Vorschlag 
Horgrs, die Tatigkeit der stickstoffbindenden Bakterien durch Kohlenhydrat- 
diingung anzuregen. Somit kénnten die Schwierigkeiten bei mineralischer Diingung 
(sofortiger Kintritt der Denitrifikation vor dem Umsatz in organische Substanz) 
umgangen werden. Er erwihnt in diesem Zusammenhang die Notwendigkeit, die 
natiirlichen Existenzbedingungen der Azotobacter-Arten kennenzulernen. 


Zusammenfassung. 


Das Vorkommen von Azotobacter agilis wurde in der Umgebung von 
Gottingen in 2 groferen wenig verschmutzten Gewiissern (Seeburger 
See, Kiesgrube) nachgewiesen, nicht dagegen in reinen Quellteichen 
und in stark verschmutzten Gewiissern. Die selten gelungene Isolierung 


dieses Organismus ist wohl auf eine Uberwucherung durch Az. chroo- 
coccum zuriickzufiihren. 


| 
| 
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logie, Zbl. Bakter. II 38, 292 (1912). — Rreprr-Baxpus, A.: Grundri®B der Mikro- 
biologie, Berlin und Gottingen: Springer 1947. 


Nachtrag: Inzwischen wurde mir bekannt, daB Azotobacter agilis auch in 25% 
der Gewaisser um Madison, Wisconsin und San Franzisko (Kalifornien) und in 75% 
der Gewasser um Buenos Aires (Argentinien) gefunden wurde: S. Sorrano: Rev. 
inst. bact. dept. nacl. hig. (Buenos Aires) 10, 55 (1941). 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule in Karlsruhe. 


Biologische und stoffwechselphysiologische Studien 
an Myxococcaceen. 


Von 
GERTRUD FINCK. 


Mit 27 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 24. November 1949.) 


Von einer eingehenden historischen Darstellung unserer Kenntnisse 
iiber die Myxobakterien glaube ich absehen zu kénnen, da sie bereits 
durch JAHN (1924) in bis dahin erschépfender Weise gegeben worden ist. 


Angefangen von THAXTER (1892, 1897, 1904) iiber Baur (1904), QuEHL (1906), 
VaueE (1909), Korner (1913) bis JAHN (1901, 1924, 1936) befassen sich die Be- 
obachtungen fast ausnahmslos nur mit der beschreibenden Darstellung des Ent- 
wicklungsganges und den systematischen Verhaltnissen der Myxobakterien, waihrend 
die biologische und stoffwechselphysiologische Erforschung sehr stark vernach- 
lassigt blieb. H. und 8. KRzEMIENTEWSK! lieBen zahlreiche Verdffentlichungen (1926, 
1927, 1930) tiber die Verbreitung der Myxobakterien folgen. Doch im Laufe ihrer 
Untersuchungen wandten sie sich mehr stoffwechselphysiologischen Beobachtungen 
zu, tiber die sie bereits 1937 berichteten. Sie bestatigen darin die Fahigkeit der 
Celluloseverwertung gewisser Myxobakterien und den Nahrwert verschiedener 
Stickstoff- und Kohlenstoffquellen. 

Im weiteren Verlauf sind noch die Arbeiten von Baptan (1930, 1933) und 
Minovipoy (1930) zu erwihnen, in denen versucht wird, die Kernverhaltnisse in der 
Myxobakterienzelle aufzuklaren. Uber die Orientierung des vegetativen Schwarmes 
und die Fruchtkérperbildung sowie iiber die Beziehungen zwischen Myxobakterien 
und Cythophaga-Arten hat Srantpr (1942, 1944, 1947) Veréffentlichungen heraus- 
gegeben. 

Wesentlich neue Erkenntnisse hat uns KtHiwertn (1950) vermittelt. Seine 
Untersuchungen galten in erster Linie der Aufklirung des Kohlenhydrat- und 
Stickstoffstoffwechsels bei Myzococcaceen, der gegenseitigen Abhangigkeit beider 
voneinander und dem Nachweis der symbiontischen Lebensweise von Chondromyces 
crocatus, einer hochdifferenzierten Myxobakterienart. 


Meine Aufgabe bestand nun darin, die Befunde Kttwnuwerns in 
ernahrungsphysiologischer Hinsicht zu erweitern, wobei die Verwertung 
von Wuchsstoffen besonders beriicksichtigt werden sollte. Auf der Suche 
nach geeigneten Stiimmen ergaben sich auch Fragen systematischer Art, 
die, soweit es sich als nétig erwies, am Schlusse der Arbeit erértert werden. 


A. Methodisches. 


Gewinnung und Ziichtung der Myxobakterien erfolgte nach Angaben friiherer 
Autoren wie KorLer, KrzeMIENIEWSKI und KitHiwetn. In verhaltnismakig kurzer 
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' Zeit konnten danach sowohl aus frischen Wildmistarten wie aus Bodenproben und 
Erdaufschwemmungen verschiedener Herkunft zahlreiche Myxobakterien ge- 
wonnen werden, die teils identisch mit den schon friiher beschriebenen Arten sind, 
teils auch neue Spezies darstellen. Sie gehéren den Gattungen Myxococcus und 
Chondromyces an. Die beiden Chondromyces-Arten in Kultur zu bekommen, ist nicht 
gegliickt, hingegen gelang ohne grofe Schwierigkeiten die Isolierung und Rein- 
zuchtung der Myxococcaceen. Als Kulturmedium fiir Reinkulturen erwies sich 
Wildkaninchen- oder Mausemist-Agar! und Lé®erde-Agar? am geeignetsten, denn 
‘die stoffliche Zusammensetzung dieser Nahrbdden entspricht am ehesten den 
nattirlichen Lebensbedingungen. 


B. Charakteristik der Versuchsorganismen. 

In Tab. 1 ist nach den Erscheinungsformen in den Ausgangsroh- 
kulturen eine kurze morphologische Charakteristik derjenigen Myxo- 
coccaceen gegeben, die zur weiteren Bearbeitung ausgewahlt wurden. Eine 
ausfiihrliche Beschreibung und Identifizierung soll erst an die Betrach- 
tung der stoffwechselphysiologischen Leistungen angeschlossen werden, 
da eine Artumgrenzung meines Erachtens erst auf Grund ihres physiolo- 
gischen Verhaltens durchgefiihrt werden kann. 

Die Reinkulturen dieser VM yxococcaceen-Stamme wurden in Rattenmist- 
und L6Berdeagar bei py 7 geziichtet. Auf beiden Nahrsubstraten vollzog 
sich, von einigen geringfiigigen Abweichungen hinsichtlich ihrer morpho- 
logischen Erscheinungsform abgesehen, der normale vollstandige Ent- 
wicklungsgang. 


C. Vergleichende stoffwechselphysiologische Untersuchungen. 

Ausgehend von der Annahme, daB die Verarbeitung der Nahrstoffe von 
- der jeweiligen dkologischen Anpassung abhangen muB, fihrten H. und 8. 
KRZEMIENIEWSKI (1937) bei zahlreichen Myxobakterien die ersten 
systematischen Versuche iiber die Verwertbarkeit der Cellulose aus. 
Einige Myxobakterien aus der Gruppe der Sorangiaceen wurden auch als 
Cellulosezersetzer erkannt, doch der GroBteil der gemeinen Myxo- 
bakterien scheint Cellulose nicht unmittelbar angreifen zu kénnen. Man 
mu daher annehmen, da8 fiir die meisten Myxobakterien andere 
Kohlenstoff- und bestimmte Stickstoffquellen, die im Boden und Mist 
von Pflanzenfressern enthalten sind, als Nahrstoffe in Frage kommen. 


1. C-Stoffwechsel. 
a) Verwertbarkeit von reiner Glucose. 
Verwendet wurde ein 1,5°% iger Agarnaéhrboden mit 0,5°%, Glucose. Um 
einheitlichen Substratwechsel zu erreichen, wurde der Glucose-Agar nur 
110 g Wildkaninchenmist oder 5 g Mause- oder Rattenmist auf 500 cm® destillier- 
tes Wasser, etwa 10 min gekocht, abfiltriert und 1,5% Agar zugesetzt. 


2 5g LoBerde + 500 cm? destilliertes Wasser unter 6fterem Schiitteln 24 Std 
stehen gelassen, hernach abfiltriert und mit 1,5% Agar versetzt. 
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aus Rattenmistagar-Reinkulturen beimpft und bei etwa 30° im Thermo- 
stat bebriitet. Aus dem Ergebnis dieser Versuchsserie lassen sich zu- 
sammenfassend folgende Merkmale herausheben: 


Das vegetative Wachstum war bei allen Stiimmen gut mit Ausnahme 
von M. virescens, der iiberhaupt nicht anging, und M. polycistus, der sich 
auffallend gehemmt entwickelte. Fruchtkérper bildeten sich reichlich bei 
M. cerebriformis und Form H, in geringerer Menge bei M. albus, ohne 
Fruktifikation blieb M.rubescens (Abb. 1). In den meisten Kulturen 
traten abgeiinderte Fruchtk6rper- 
formen und keine Farbstoffbil- 
dung auf, mit Ausnahme von 
M. cerebriformis, dessen Frucht- 
k6rpernormal beige gefarbt waren 
und teilweise ihre gehirnihnliche 
cystenartige Pragung behielten. 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. M.vrubescens auf Glucose-Agar, Wachstum der veg. Schwarmstibchen in wirbelartigen 
Schleimbahnen. Vergr. 500fach. 


Abb. 2. M. brevipes auf Glucose-Agar, verkiirzte und verdickte Schwarmstibchen. Vergr. 450 fach. 


Ein vollkommen verindertes Bild gab das Schwarmwachstum von 
M. brevipes. Die geringe Ausbreitung seines Schwarmes wurde wohl 
dadurch hervorgerufen, da sich die vegetativen Stabchen in der Ver- 
mehrungsphase sofort stark verdickten und verkiirzten bis zur Kokken- 
form (Abb. 2). Auffallend ist die damit verbundene GréBenzunahme der 
Kinzelindividuen. Zur Priifung der Frage, ob es sich dabei um eine 
Dauermodifikation oder lediglich um eine formative Veranderung durch 
unmittelbare Glucoseeinwirkung handelt, wurden diese abge&inderten 
Stabchen-Kokken auf Rattenmistagar iibergeimpft. Hier ging die 
sr6Benzunahme und Formverinderung spontan zuriick, es erfolgte véllig 
normales vegetatives und fruktifikatives Wachstum. Diese rein formative 
Verainderung war auch noch bei M. cerebriformis und M. viperus, jedoch 
erst nach 10—17 tigiger Kulturdauer, zu bemerken, weshalb es méglich 
ist, daB dieser Verkiirzungsvorgang nicht unmittelbar von der Glucose- 
wirkung, sondern eher von einer sonstigen Substratveranderung abhiingt. 


NR i hy A “li 


Biologische und stoffwechselphysiologische Studien an Myxococcaceen. 363 


Hervorzuheben ist noch die Tatsache, daB dieselben Myxobakterien- 
stamme auf dasselbe Substrat nicht einheitlich anzusprechen scheinen. 
KUHLWEIN (1947) fand bei M. rubescens nach Ubertragung von Mause- 
mist- auf Glucoseagar gutes vegetatives und fruktifikatives Wachstum, 
wahrend in meinen Versuchen keine Fruktifikation eintrat. M. virescens 
zeigte bei KUHLWEIN noch geringes vegetatives Wachstum; hier unter- 
blieb es vollig. 


2. N-Stoffwechsel. 


Bei den bisher von Kiuiwetn (1947) und KrzemMrentEwski (1936) 
erprobten Stickstoffnihrbéden ergab sich, da sowohl anorganisch wie 
auch organisch gebundener Stickstoff von den Myxobakterien verarbeitet 
werden kann, wobei gerade unter den Myxococcaceen-Arten ein gewisses 
Spezialistentum entwickelt zu sein scheint. Fiir M. rubescens gibt Kinu- 
WEIN fiir anorganische wie organische Stickstoffverbindungen einen 
gleichmaBig guten Nahrwert an, waihrend bei M. virescens das Wachstum 
durch mineralischen Stickstoff sichtlich gehemmt sein soll. 


a) Priifung auf Nitratreduktion. 


Die Versuche wurden in Wildkaninchenmist-Briihe (10 g Wildkaninchenmist auf 
500 em’ destilliertes Wasser) mit einem Zusatz von 0,1% KNO, vorgenommen. Die 
beimpften Kulturen wurden bei 30° C bebriitet und am 3., 5. und 8. Tag gepriift. Der 
Nachweis der Nitritbildung wurde durch Zusatz von einigen Tropfen «-Naphthyl- 
aminlosung + einigen Tropfen Sulfanilsiurelosung (bei positivem Befund Rot- 
farbung) erbracht. Die mit M. rubescens und M. brevipes beimpften Nahrlésungen 
zeigten an allen 3 Kontrolltagen schwache Rotfarbung, wahrend die Kultur- 
fliissigkeiten von M. albus und M. virescens erst am 2. und 3. Kontrolltag sehr 
schwache Rétung ergaben. In den unbeimpften Kontrollnahrlésungen und bei allen 
anderen Staémmen verlief die Reaktion negativ. Da diese Farbstoffbildung eine sehr 
empfindliche Reaktion darstellt, ist anzunehmen, daB das Reduktionsvermégen zu 
Nitrit bei diesen Myxococcaceen sehr gering ist. Andererseits ist auch méglich, daB 
die Reduktion gleich weiter zu Ammoniak verlaufen ist, wahrend Denitrifikation zu 
elementarem Stickstoff recht unwahrscheinlich ist. Jedenfalls beweist das ver- 
haltnismaBig gute vegetative und fruktifikative Wachstum, da8 der Nitrat-Stick- 
stoff fiir ihren Baustoffwechsel ausgezeichnet verwertbar ist. M. virescens, M. cere- 
briformis, M. brevipes und M. albus gingen in dieser Wildkaninchenmist-Nitrat- 
briihe zu vermehrter Fruchtkérperbildung iiber, wobei sich die Fruchtkérper teils 
véllig normal, jedoch farblos, teils nur als unregelmaBige Schleimfetzen am Boden 
des KulturgefaBes entwickelten. Diese Erscheinung, iiber die auch schon Baur und 
Korter berichten, ist wegen der sonst so stark aeroben Lebensweise der Myxo- 
bakterien nicht ganz begreiflich. Es ware daher sicher lohnend, das Sauerstoff- 
bediirfnis der Myxobakterien zu erforschen. 


b) Wachstum auf Pepton-Agar. 


Als sehr konstantes und bezeichnendes Merkmal erwies sich das Ver- 
halten der Myxococcaceen auf Peptonnahrbéden, worauf schon Baur und 
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JAHN hingewiesen haben. Als Nahrmedium diente ein 1,5% iger Agar, der 
Witte-Pepton 1% ig und NaCl 0,5% ig enthielt. 

Alle Myxococcaceen-Arten, mit Ausnahme von WM. rubescens und 
M. brevipes wurden im Wachstum deutlich gefordert. Der Schwarm 
erstreckte sich sogar bei M. virescens schon nach 5tigiger Bebriitung tiber 
die ganze Perrischale. Die wachstumssteigernde Wirkung beschraénkte 
sich allerdings in allen Kulturen einseitig auf die vegetative Phase, 
wahrend die Fruktifikation véllig unter- 
driickt blieb. Fiir die vegetative Phase 
ergab sich dabei formativ eine Umge- 
staltung, die zu véllig veriindertem Aus- 
sehen fiihrte und wie folgt verlief: In allen 


Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 3. M. viperus auf Pepton-Agar, aufgeblasene veriinderte Formen. Vergr. 1500fach. 
Abb. 4. M. polycistus, Erscheinungsbild d. Schwarmbereichs auf Pepton-Agar. Nat. GréBe. 
Abb. 5. M. brevipes, desgl. Nat. GréBe. 


Kulturen bildete sich sofort inregelmaBiger Anordnung eine ziemlich gleich- 
mifig dicke Haut, die sich zu einem auferst ziihen, mehr oder weniger 
gefalteten, meist einheitlich gefiirbten Schleimbelag entwickelte, in dem im 
allgemeinen stark vergréBerte und aufgeblasene vegetative Stabchen so 
dicht zusammengelagert waren, daf sie erst beim Zerquetschen des Agars 
erkannt werden konnten (Abb. 3). Die d4uBere Prigung der Schleimhaut 
und deren farbliche Merkmale erwiesen sich als so artspezifisch ver- 
schieden und konstant, daf& sie zur systematischen Diagnose heran- 
gezogen werden kénnen (Abb. 4, 5, 6, 7). Hervorzuheben ist noch, da® in 
diesem Peptonsubstrat die gelben, griinlichen und beigen Farbstoffe sehr 
stark in Erscheinung traten, wihrend die roten Farbstoffe, die M. rubes- 
cens und M. brevipes eigen sind, nicht oder nur sehr schwach gebildet 
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_ wurden. Zusammenfassend kann gesagt werden, daB eine hohe ernih- 
rungsphysiologische Wirkung des Peptons auf diese Myxococcaceen 
unverkennbar vorhanden ist. Doch ist die hier angewandte Konzentration 
sicher zu hoch, denn die Schwarmstibchen zeigten schon nach 9- bis 
10tagiger Kulturdauer. unter Aufblahung und starker Nahrstoff- 
speicherung im Plasma als Zeichen von Uberfiitterung Autolyse, obwohl 
andererseits in sieben aufeinanderfolgenden Passagen bei rechtzeitiger 
Ubertragung keine Gewohnung an 
das Substrat und keine Verrin- 
gerung der Wachstums- und Tei- 
lungsintensitaét zu erkennen war. 

Es erhebt sich nun noch die 
Frage, ob das Ausbleiben der 
Sporenbildung und der Fruktifi- 
kation von der Art oder der Menge 


Abb. 6. Abb. 7. 
Abb. 6. M. virescens, Erscheinungsbild d. Schwarmbereichs auf Pepton-Agar. Nat. GréBe. 
Abb. 7. M. viperus, desgl. Nat. GroBe. 


der N-Komponente abhangig ist, oder ob es lediglich durch die Folgen 
der Uberfiitterung zustande kommt, die ihrerseits eine so rasche 
Autolyse veranlaBt, da es nicht zu einer Sporulation kommen 
kann. Zur Lésung dieses Problems konnen die folgenden Versuche bei- 
tragen, in denen zur HiweiBquelle noch ein Kohlenhydrat im Nahrmedium 
gereicht wurde. 


3.C-N-Stoffwechsel gekoppelt. 
a) Wachstum auf Bromthymolblau-Ndhrboden. 


Diese Versuchsserie wurde so angelegt, da sie nach mehreren Gesichts- 
punkten ausgewertet werden konnte. Einmal diente dieser Bromthymol- 
blaunahrboden! zum Nachweis der Saiurebildung und zur Beurteilung des 
pa-Wertes, zum anderen wurde das Verhiltnis Pepton-C- Quelle be- 
handelt. Als vergiirbarer Zucker wurde Glucose in Hohe von 0,5% ge- 
wahlt unter Hinzufiigung von Witte-Pepton im selben Mengenverhaltnis, 
wobei aber zu bemerken ist, daB der N-Gehalt nicht im selben Verhaltnis 


1 Rezept siehe Hass, Bakteriologisches Taschenbuch. 
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zur C-Menge steht. Der py-Bereich von Bromthymolblau erstreckt sich 
zwischen 6,0 und 7,6 mit einem Farbumschlag von gelb zu blau. Der 
Nahrboden wurde auf den Neutralpunkt = griin eingestellt, die Sterili- 
sation verursachte eine schwache Alkalisierung. Nach 10tagiger Kultur- 
dauer hatte sich bei allen 8 Mysococcaceen-Stammen die Wasserstoff- 
ionenkonzentration in gleicher Hohe = schwach alkalisch mit grin- 
blauer Farbe gehalten. Es wurden auch keine weiteren Veraénderungen im 
Substrat wahrgenommen, so da man annehmen kann, daB diese Myxo- 

coccaceen nicht befahigt sind, in ihrem 
AY ‘ Wy j : Ushi Kohlenhydratstoffwechsel  Milch- 


\'\ ) saure zu bilden. 
\ Ly rae 
VI ‘ a NU r pA we In Pepton + Glucose im Verhalt- 
un NMR Ae. ~ nis 1: 1 war das Wachstum aller 8 
~ ARH! Wy ta . 
~ 


Abb. 8. Abb. 9. 


Abb. 8. M. rubescens, Erscheinungsbild d. Schwarmbereichs auf Pepton-Agar. Nat. GréBe. 


Abb. 9. M. viresens, Kinzelfruchtkérper auf Bromthymolblaunihrboden. Vergr. 66fach. 


Stamme besser als bei 1° igem Pepton. Ja, die vegetative Phase schien 
sogar noch mehr geférdert bei gleichzeitigen mehr oder weniger starken 
Anreizen zur Fruktifikation und Kokkenbildung (Abb. 8,9). Zur Ver- 
kiirzung der Stabchen und Kokkenbildung im Schwarmbereich ohne 
gleichzeitige Fruchtkérperbildung kam es bei M. polycistus und M. albus; 
riefige, papillenartige Schleimerh6hungen aus Stabchenkonzentrationen 
fanden sich bei M. rubescens, M. viperus und M. cerebriformis, wiihrend 
bei M. virescens und Form H die vegetative Vermehrung und Frukti- 
fikation mit Kokkenbildung gleichzeitig die héchste Férderung erfuhr. 
Aus diesen Feststellungen geht eindeutig hervor, daf& der Anreiz zur 
Verkiirzung der Stiibchen und Sporulation unabhingig von der Frucht- 
kérperbildung erfolgt, und daB andererseits auch die erhéhte Schleim- 
produktion, die zu fruchtkérperahnlichen Gebilden fithren kann, keinen 
KinfluB auf die Kokkenbildung ausiibt. Es laBt sich schwer iibersehen, ob 
hier der Kohlenstoff in Form von Glucose die Fruktifikation teilweise so 
giinstig beeinfluBt hat — was zwar nach fritheren Ergebnissen nicht 
angenommen werden kann — oder ob die geringere Peptongabe die Uber- 
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fiitterung verhinderte und damit eine Sporulation vor der autolytischen 
Zersetzung méglich machte. Kine Klarung kénnen erst weitere Versuchs- 
serien, in denen Pepton und Glucose in abgestuften Mengen erprobt 
werden, ergeben. 


Als letztes verdient noch erwahnt zu werden, da® auf diesem Pepton- 
Glucosesubstrat dieselben Stamme eine stiirkere Farbstoffbildung auf- 
wiesen, als auf reinem Peptonagar, was als Beweis dafiir angesehen 
werden kann, daB die Bildung des Farbstoffes durch Glucose nicht 
unmittelbar beeinfluBt wird. 


b) Priifung auf Gelatineverfliissigung. 


In Hefegelatine-Plattenkulturen und in Mistgelatine-Stichkulturen 
erwiesen sich alle Versuchsstiimme als HiweiBverfliissiger. Hervorzuheben 
ist dabei, das die Bakterienentwicklung entsprechend den KtHiuweE- 
schen Angaben nur rein vegetativer Art war mit Ausnahme von M. bre- 
vipes, der in beiden Versuchsserien wenige blaBrote, stark verschwommene 
Fruchtk6rper erkennen lie}. In der Hefegelatine, die Hefe- und Gelatine- 
eiwei enthalt, waren um den Verfliissigungsherd bei M. albus und 
M. brevipes auBerdem deutliche Klarungshdfe sichtbar, die darauf 
schlieBen lassen, da bei diesen Arten auch das Hefeeiweif fermentativ 
abgebaut und mitverdaut wurde. 


c) Wachstum auf Hefenihrbdden. 


100 g frische Backerhefe wurden mit 1000 cm’ aqua dest. etwa 2 Std im Dampf- 
topf erhitzt, nach langerem Absitzen mehrmals filtriert, mit 1,5% Agar versetzt 
und auf px 7 eingestellt. Diese Hefebriihe wurde auch teilweise in der Verdiinnung 
2:1 mit aqua dest. und 1 : 1 mit Wildkaninchenmistbriihe + Agarzusatz verwendet. 
Thr wirksames Prinzip ist einmal in dem HefeeiweiB, -fett, und -glykogen, sowie in 
den Hefewuchsstoffen zu suchen. 

Entsprechend dieser quantitativ wie qualitativ reichhaltigen Nahr- 
stoffgabe entfaltete sich auch das Erscheinungsbild der Myzxococcaceen 
derart vielgestaltig, daB es eine ausfiihrliche Beschreibung notig macht. 
Allen 8 Myzxococcaceen-Arten gemeinsam war sehr gesteigertes vege- 
tatives Wachstum, das bei M. rubescens, M. virescens und M. viperus die 
einzige Vermehrungsform blieb. M. brevipes, Form H und M. polycistus 
gingen erst im Laufe 12—20tagiger Kulturzeit zu mehr oder weniger 
starken Stabchenverkiirzungen und zur Sporulation in variierten Frucht- 
kérpergebilden tiber, die noch niher erlautert werden sollen. Nur bei 
M. cerebriformis und in geringerem MaBe bei M. albus ging sofort neben 
einer intensiven vegetativen Vermehrung gesteigerte, mit Kokkenbildung 
verbundene Fruktifikation einher, die bei M. cerebriformis sogar vollig 
natiirliche, geweihahnliche Fruchtkérperformen pragte, bei M. albus hin- 
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gegen nur in flachen, zerlaufen erscheinenden Hiigeln zum Ausdruck kam. 
Als besondere Abweichung ist zu erwaihnen, daB bei Form H neben 
atypischen, aus Kokken bestehenden Fruchtkérpern noch im ganzen 
Schwarmbereich regellos zerstreute Kokken auftraten. Aus dieser Fiille 
der Hefeerscheinungen kann als einheitliches Merkmal nur die Ver- 
zégerung der Kokkenbildung und die damit meist verbundene modi- 
fizierte Fruktifikation angesehen werden. 


Die Beobachtungen zeigen erneut, dafi Kokken- und Fruchtk6rper- 
bildung nicht unbedingt gekoppelt zu sein brauchen und daf jeder Vor- 
gang unabhaingig vom anderen ablaufen kann. Ebenso darf man an- 
nehmen, da die Schleimsubstanz und 
auch die vegetativen Stibchen so viel ge- 
staltende Elemente besitzen, dai aus 
beiden gemeinsam ein differenzierter, fast 
normal geformter Fruchtkérper entstehen 
kann, in dem dann erst sekundar, unab- 
hangig vom ersten Vorgang (hier nach 
mehr als zweiwéchiger Kulturzeit) ein 
Abb. 10. M. albus auf Hefe-Agar,  allmahlicher Ubergang zur Sporenbildung 
ciate tae ail aia erfolgt. Welches die Ursache der Sporu- 

lation ist, ob hierfiir Alterserscheinungen, 
Kontaktreize, enzymatische oder sexuelle Vorginge in Frage kommen, 
mu weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Als sonstige fiir Hefeagar spezifische Erscheinung ist noch die 
erhohte Schleim- und Farbstoffbildung zu nennen, die sich einmal in der 
viel intensiveren Leuchtkraft der einzelnen Farbsteffe, zum anderen in 
der Fluorescenz fast aller Kulturen auBerte. Auch ein Farbumschlag 
von gelb bis gelbgriin nach intensiv rot konnte in M. viperus- und 
M. polycistus-Kulturen bei Umstellung vom dunklen Thermostat ans 
Sonnenlicht wahrgenommen werden, wobei dann nach mehrtigiger 
Aufstellung im Tageslicht der Farbstoff allmahlich verblaBte. 


Als Besonderheit im Wachstum auf Hefeagar kann die teilweise starke 
VergroBerung der Stiibchen und Kokken angesehen werden, die sich 
z. B. bei M. cerebriformis und M. albus in ziemlich unregelmafig ge- 
formten Gebilden zwischen 2,6—6,5.u Liinge und 2—2,8 uu Breite auBberte 
(Abb. 10) und den Eindruck von améboiden, zu einem Mosaik zusammen- 
gelagerten Individuen hinterlaBt. 


Diese Beobachtung fiihrt zur Frage nach dem Vorhandensein einer ZeHhaut, die 
bei den meisten bisherigen Autoren Gegenstand ausfiihrlicher Diskussionen war. 
VAHLE (1909) ist der Ansicht, da’ Myxobakterien nur von einer Pellikula umgeben 
sind, JAHN (1924) nimmt dagegen die Anwesenheit von besonderen, wenn auch 
zarten plasmatischen Membranen an. KRzEMIENIEWSKI (1927) lehnt hingegen das 
Bestehen einer Zellmembran auf Grund naheliegender Erwaigungen ab. Diese ver- 
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schiedenen Anschauungen stiitzen sich hauptsichlich auf mittelbare Beweise, weil 
unmittelbare Argumente, die fiir oder gegen das Vorhandensein einer Membran 
sprechen, nicht existieren. Eine Entscheidung dariiber ist schwierig. Wenn man 
diese unregelmaBig geformten und gequollenen Ubergangsformen in Fruchtk6rper- 
anhaufungen betrachtet, wird man das Vorhandensein einer festen Zellhaut ab- 
lehnen. Dafiir spricht ferner noch folgendes: In alten Myxobakterienkulturen sind 
Zellaggregate im Zustande der Desorganisation zu finden, deren Zellen ihre deut- 
lichen Umrisse verloren haben und in eine gestaltlose, kornige Masse iibergegangen 
sind, in der noch Fett-Tropfen und andere Granulationen der normalen Zellen unter- 
schieden werden kénnen, jedoch niemals leere Zellhaute. Oder sollte man annehmen, 
dafi diese bei der Autolyse zu allererst aufgelést werden ? 


Ferner ist noch bemerkenswert, daB sich bei keiner Myxobakterienart 
innerhalb mehrerer aufeinanderfolgender Hefepassagen — bei M. brevipes 
wahrend 13 fortlaufender Passagen — weder eine Verringerung der 
Wachstumsintensitét, noch eine Anderung in der substrattypischen 
Wuchsform, also keine ,, Naihrbodenmiidigkeit‘‘ bemerkbar machte. Auch 
traten trotz der quantitativ hohen Hefegabe autolytische Vorginge erst 
nach langerer Kulturzeit auf. Weder in der Verdiinnung der Ausgangs- 
stammldosung 2:1 mit destilliertem Wasser, noch in 1:1 mit Wild- 
kaninchenmistbriihe war in der vegetativen Phase ein Unterschied zu 
erkennen; in der fruktifikativen Phase stellte sich lediglich die Neigung 
zur Sporulation um einige Tage friiher ein, als auf dem unverdiinnten 
Hefe-Substrat. 


Bei der Vielfalt der zum Teil extremen Erscheinungsformen, die das 
Hefesubstrat bewirkt, ist es schwierig festzustellen, welche Verbin- 
dungen oder Stoffgruppen als wirksame Komponente angesprochen 
werden kénnen. Zunaichst muBte an organische Wirkstoffe gedacht 
werden, die ja in reichem Mabe von der Hefezelle gebildet und im Plasma 
gespeichert werden. Um ihre diesbeziigliche Wirkung naher zu erforschen, 
schien es notig, die spezifische Verwertbarkeit einzelner chemisch reiner 
Wuchsstoffe einer eingehenden Priifung zu unterziehen. 

Zunichst wurde Nikotinsaureamid gepriift, das damals als einziger Wuchsstoff 
zur Verfiigung stand und in Hohe von 1 mg und 0,5 mg pro 1000 cm? 1,5% igem 
reinem Agar zugesetzt wurde. Im Verlauf der Untersuchung lieB sich bei den 
meisten darauf kultivierten M yxococcaceen-Arten eine etwas hemmende, ja zum Teil 
ausgesprochen toxische Wirkung erkennen, auf die an anderer Stelle noch naher 
eingegangen werden soll. Spaiter wurde dann die Wirksamkeit von Aminosduren 
untersucht, die nach MOuLER (1941) als Aktivatoren tatig sind. Fiir das Milchsaure- 
bacterium Streptobacterium plantarum sind Glutaminsiure, Leucin, Valin, Aspara- 
ginsiure, Isoleucin und Methionin nach M6LLER unbedingt erforderlich ; wahrend. 
Cystin, Tryptophan, Phenylalanin und Alanin schwankende Zu- und Anwachs- 
effekte haben. 

Um zu priifen, ob eine &hnliche Abhangigkeit auch fiir die Myxo- 
bakterien zutrifft, wurden in den folgenden Versuchen zunachst einzelne 
Aminosauren allein und dann zusammen unter Hinzufiigung verschiedener 
Wuchsstoffe geboten. 
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d) Wachstum auf Glucose 4+- Aminosduren. 


Die Verwertbarkeit verschiedener Aminosaéuren wurde in zahlreichen 
Versuchsserien an den 8 Myxococcaceen-Arten gepriift. Als Nahrmedium 
diente 1,5°%iger Agar + 0,5% reine Glucose als gleichbleibende C- Quelle 
unter jeweiliger Hinzufiigung von Asparaginsiéure (0,1 mg/10 cm'), 
Glutaminsaure-hydrochlorid (0,5 mg/10 cm*), Leucin (0,2 mg/10 cm’), 


Abb. 13. Abb. 14. 


Abb. 11. M, cerebrijormis aut Glucose-Glutaminsiiure-Agar. Vergr. 460fach. 
Abb. 12. M. polycistus auf Glucose-Asparagin-Agar. Vergr. 460fach. 
Abb, 13. Form H, Hiiufchen spiraliger Stibchen auf Glucose-Cystin-Agar. Vergr. 460 fach. 
Abb. 14. M, viperus aut Glucose-f-Alanin-Agar. Vergr. 660 fach. 


1-Cystin (0,2 mg/10 em’) und f-Alanin (0,5 mg/10 em*), wobei die N- 
Menge zum Teil den MOLLERschen Konzentrationen angepaBt ist. Die 
hohe C-Gabe im Verhiiltnis zur N- Quelle wurde deshalb gewahlt, um eine 
gleichzeitige Ausnutzung der Aminosiiure als C- und N- Quelle méglichst 
zu vermeiden. Die Bebriitung jeder Kulturserie wurde mindestens 15 Tage 
lang bei mehrmaliger Kontrolle durchgefiihrt, um eine Verschiebung von 
der vegetativen nach der fruktifikativen Phase, die oft erst sehr spat 
erfolgt, noch registrieren zu kénnen und somit eine voreilige Beurteilung 
zu vermeiden. 


Biologische und stoffwechselphysiologische Studien an Myxococcaceen. 371 


Ausgesprochen schlechtes Wachstum erfolgte auf Glucose-Glutamin- 
saure-Agar, Fruchtkérperbildung kam hier iiberhaupt nicht zustande 
(Abb. 11). Auch in einer Vergleichsserie, bei der die Glutaminsiure- 
hydrochlorid-Menge um die Halfte verringert wurde, konnten keine 
besseren Erfolge erzielt werden. Glucose-Leucin-Agar war auch nur be- 
dingt verwertungsfahig; in allen Kulturen war das Wachstum schwach 
und verzégert. Im Verlauf der Versuchsdauer besserte es sich allerdings 
bei 3 Myxococcaceen-Arten und fiihrte schlieBlich sogar zur Fruchtkérper- 
bildung. Glucose-Asparaginsiiure-Agar (Abb. 12) und Glucose-Cystin- 
Agar konnten im groBen und ganzen gleich gut verwertet werden, ein 


Abb. 15. Abb. 16. 
Abb. 15. Form H auf Glucose-§-Alanin-Agar. Vergr. 500 fach. 


Abb. 16. M. brevipes auf Glucose-f-Alanin-Agar, Sporen und Staibchen mit verschiedenen Inhalts- 
k6rnern. Vergr. 3300 fach. 


gewisser Zusammenhang zwischen den beiden Entwicklungsphasen war 
unverkennbar: gesteigerte vegetative Entwicklung zog auch meist gute 
Fruchtk6rperbildung nach sich. Gemeinsames Merkmal auf Glucose- 
Cystin-Agar ist dichtes vegetatives Schwarmwachstum, wobei die 
geraden bis gekriimmten, ja zum Teil spiraligen Stabchen wirr auf der 
Agaroberfliche liegen oder in den Agar hineingebohrt sind (Abb. 13). Am 
besten verwertet wurde f-Alanin, was sich in Férderung der Wachstums- 
intensitét und Teilungsfihigkeit der vegetativen Stabchen und ge- 
steigerter Sporulation mit und ohne Fruktifikation auBerte (Abb. 14, 15). 
Es ist daher anzunehmen, da® B-Alanin ftir die Myxobakterien Wuchs- 
stoffcharakter besitzt. Diese Festellungen zeigen deutlich, daB ein nicht 
zu iibersehender Unterschied in der Ausnutzbarkeit der einzelnen Amino- 
siuren durch die 8 Myzxococcaceen-Arten besteht, wobei artspezifische 
Merkmale unverkennbar ausgebildet sind. 

Auffallend ist die gleichmaBig gute Verwertung aller gepriiften 
Aminosiuren fiir M.rubescens bei gleichzeitiger Beibehaltung der 
Glucose-typischen Wuchsform in der vegetativen Phase und einem ein- 


heitlichen makroskopischen Erscheinungsbild. M. rubescens verfiigt also 
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iiber breite Ausnutzungsfahigkeit der N-Quellen, die sich vom minera- 
lischen Stickstoff iiber Aminosiuren, Peptone und Eiweif erstreckt. 
M. virescens nimmt in der ganzen Reihe eine Sonderstellung ein; bei ihm 
vermochte nur Asparaginsiure eine gleichmaBig gute vegetative und 
fruktifikative Entwicklung hervorzurufen, wahrend die iibrigen Amino- 
siuren auch in mehreren Parallelversuchen das Wachstum voéllig hemm- 
ten. Diese Erscheinung deutet auf ein enges Spezialistentum innerhalb 
einzelner Arten. M. viperus 1aBt in der Wachstumstendenz keine Be- 
ziehungen zu M. virescens erkennen, die Entwicklung verlief nur ein- 
seitig vegetativ; unter Einwirkung von Asparaginséure und f-Alanin 
erfolgte im freien Schwarmbereich Ubergang zur Staébchenverkiirzung 
und Kokkenbildung (Abb. 14). M. cerebriformis und in geringerem Mabe 
M. brevipes zeichnen sich durch ihre alle anderen Stiimme iiberragende 
Entwicklungshéhe aus, die bei M. cerebriformis in einer vollig normalen 
vegetativen und wenig modifizierten fruktifikativen Phase zum Ausdruck 
kommt, wahrend bei M. brevipes auf allen Aminosiure-Substraten eine 


neue Entwicklungsphase (Stiaibchen-Stauchung und -Abrundung) auf- — 


fallt (Abb. 16). Ob die Ursache dieser gesteigerten Sporulationstendenz 
bei M. brevipes hier artspezifisch begriindet ist, oder ob sie als Glucose- 
typische Erscheinungsform anzusehen ist, kénnen nur weitere Versuche 
bei Ausschaltung von Glucose ergeben. 

Andererseits tritt diese neue Erscheinungsform auch gerade in solchen 
Kulturen auf, die eine erhdhte vegetative und fruktifikative Entwicklung 
zeigen, so dag man annehmen kénnte, dai der nahrstoffbedingte ge- 
steigerte Stoffwechsel der Schwarmorganismen die Sporulation gleich- 
zeitig so rasch einleitet und zu Formverinderungen fiihrt, daB nur 
noch in geringem Mabe eine Zusammenlagerung zu Fruchtkérpern er- 
folgen kann. 

Form H und M. polycistus wurden durch Asparaginsiure, Cystin und 
B-Alanin in beiden Entwicklungsstadien geférdert, waihrend bei M. albus 
nur durch Cystin und f-Alanin eine wesentliche Vermehrung der Kérper- 
substanz eintrat. 

Um das Zusammenspiel dieser Aminosiiuren naiher zu ergrinden, 
werden sie zusammen bei gleichbleibender Einzelkonzentrationshohe als 
Nahrmedium gepriift. Gleichzeitig war noch festzustellen, ob die toxische 
Wirkung der Glutaminsiiure im Gefolge der anderen Aminosiiuren auf- 
gehoben wird, oder ob sie ihre Eigenart behalt. Es ergab sich: 

Die Aminosiuren zusammen ohne Glutaminsiiure lieBen es in fast 
allen Kulturen nicht tiber ein schwaches bis gutes vegetatives Wachstum 
hinauskommen, nur bei Form H und M. albus traten wenige Frucht- 
korper auf. Die Aminosiiuremischung samt Glutaminsiure bot dagegen 
ein tiberraschendes, nicht erwartetes Ergebnis. Alle 8 Myzxococcaceen- 
stimme verwerteten diesen Nahrboden auBerordentlich gut, woraus 
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hervorgeht, da die toxische Wirkung der Glutaminsiure in Gemein- 
schaft der anderen Aminosiiuren nicht nur restlos aufgehoben wird, 
sondern zusammen mit der an sich wenig wirksamen Aminosiure- 
mischung starke Zuwachseffekte hervorruft. Eine ahnliche Erscheinung 
konnten NiELsen und Harrexius (1939) an B-Alanin bei Hefe beob- 


achten. Uber die antagonistische Wirkung von Aminosiuren vgl. RIpPEL- 
Bawpss (1944). 


4.Wirkung von Wuchsstoffen. 


Die weiteren Untersuchungen galten der Aufklarung des Wuchsstoff- 
bediirfnisses der Myxococcaceen. Dazu wurden die Wirkstoffe zusammen 
mit der obigen Aminosauremischung oder auch allein dem Glucose-Agar 
zugesetzt. Die Auswahl der Wuchsstoffe konnte leider nicht nach einem 
bestimmten Prinzip getroffen werden, sondern sie richtete sich nach ihrer 
Erhaltlichkeit, wobei allerdings die Hefewuchsstoffe soweit wie méglich 
Beriicksichtigung fanden. 


Durch Vitamin B, oder Lactoflavin wurde bei den Myxococcaceen 
weder mit noch ohne Aminoséuren erhéhtes Wachstum erzielt. Die an 
sich giinstige Wirkung der Aminosdurekombination wurde durch den 
Lactoflavinzusatz in den meisten Fallen abgeschwacht, bei M. virescens 
fiihrte er sogar zu volliger Entwicklungshemmung. Die bei M. cerebri- 
formis, Form H und M. albus etwas gesteigerte Wachstumsintensitat in 
den aminosdurefreien Kulturen kann meines Erachtens nicht dem 
Lactoflavin zugeschrieben werden, da auf diese Stémme schon reine 
Glucose giinstige Wirkung hatte. Die Unwirksamkeit des Vitamins B, 
kann vielleicht damit erklart werden, daf ein enger Zusammenhang 
zwischen Lactoflavin-und dem oxydativen Stoffwechsel bestehen soll, 
der aber, wie Versuche weiter vorn erwiesen haben, bei den Myxococca- 
~ ceen stark vermindert ist. 


Die Versuche mit einem Pantothensaiurepraparat ergaben ein wesent- 
lich giinstigeres Bild. Pantothensaures Calcium in Kombination mit 
den Aminosauren verursachte bei allen 8 Myxococcaceen-Stammen deut- 
liche Wachstumsbeschleunigung und gleichzeitige Férderung der Frukti- 
fikation. Pantothensaure allein war fiir M. virescens so schadlich, daB er 
iiberhaupt nicht anging, fir die Mehrheit der tibrigen Arten war der 
Entwicklungsrhythmus verzégert und sichtlich gehemmt, nur bei 
M. albus und M. polycistus war eine Forderung zu erkennen. Ob hier 
wirklich die Pantothensaiure Wuchsstoffcharakter besitzt, oder ob dem 
B-Alanin, das im Pantothensiuremolekiil enthalten ist, die biokata- 
lytische Funktion zukommt, kann bei der augenblicklich noch bestehen- 
den Undurchsichtigkeit des Wirkungsmechanismus dieser Stoffe nicht 
beantwortet werden. 

25* 
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Zwei Méglichkeiten konnten dafiir in Frage kommen: einmal kann die Panto- 
thensaiure durch Stoffe des Zellplasmas inaktiviert werden, wobei sich B-Alanin 
abspaltet und somit dieses den Wuchsstoff darstellt. Man kénnte sich die Ver- 
haltnisse aber auch so vorstellen, daB die Pantothensiure die eigentliche Wirkstoff- 
funktion besitzt und die Myxobakterienzelle bei Darreichung von /-Alanin 
selbst.in der Lage ist, die andere Komponente zu synthetisieren, die zu Pantothen- 
saure fihrt. 

Die Wachstumswirkungen des Adermins (Vitamin Bg) sind sehr auf- 
fallend und ungewohnt. Es léste bei den Myxococcaceen zwei extreme 
Reaktionen aus: Bei M. virescens, M. brevipes und M. polycistus fihrte es 


zu volliger Wachstumshemmung, bei M. viperus, M. cerebriformis, 


Abb. 17. Abb. 18. 


Abb. 17. Form H auf Glucose-Adermin-Agar mit meist endstindigen Inhaltskérnern in den Sporen. 
Vergr. 2000 fach. 


Abb. 18. M. viperus auf Glucose-Adermin-Agar mit Inhaltskérpern und Vakuolen. Vergr. 2000 fach. 


Form H und M.albus schuf es die Voraussetzungen fiir gesteigertes 
Wachstum mit einer Kette von Folgeerscheinungen. Diese Wachstums- 
anregung léste hier den beschleunigten Ablauf eines modifizierten Ent- 
wicklungszyklus aus, der sich entweder in der Ausbildung atypischer, un- 
ausgeprigter Fruchtkérper mit Kokken und Ubergangsformen als Inhalt 
aiuBerte oder simtliche Schwarmstibchen sekundir einheitlich in ver- 
dickte und verkiirzte, runde bis unregelmiBig améboid geformte Plasma- 
gebilde mit stark hervorstechenden granulierten Inhaltsstoffen iiber- 
fiihrte (Abb. 17, 18). Dieses ganze durch Adermin hervorgerufene Er- 
scheinungsbild lat zwar keinen bestimmten Wirkungsmechanismus 
erkennen, doch weist es auf hochkomplizierte Tatigkeiten der Bakterien- 
zelle hin, deren Reaktionsweise von Art zu Art so ganz verschieden zur 
Auswirkung kommt. Dieses dadurch zustande gekommene Spezialisten- 
tum kann auch gleichzeitig als Beweis fiir die Artumgrenzung auf 
physiologischer Grundlage herangezogen werden. 

Als Bestandteile des Vitamin H-Komplexes wurden Adenin und 
Nikotinsiureamid gepriift. 

Der Zusatz von 0,1 mg und 0,05 mg Nikotinsiureamid zu reinem 
gewiassertem Agar brachte keine verwertbaren Ergebnisse, denn der reine 
Agar kann, wie diesbeziigliche Versuche ergaben, von Myxobakterien 
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nicht als C-Quelle abgebaut werden, und das in Spuren zugesetzte 
Nikotinséureamid kann noch weniger als Material fiir den Zellaufbau und 
als Energielieferant in Frage kommen. Deshalb wurde zu Nikotinsdure- 
amid Glucose als gut verwertbare C- Quelle in iiblicher Héhe zugesetzt. 
Bei M. cerebriformis, Form H und M. albus wurde dadurch die Wachs- 
tumsintensitat gesteigert, was allerdings gleichzeitig mit einer Stérung 
des Wachstumsverlaufs gekoppelt war. Die sonst geraden Schwarmstiib- 
chen waren gekriimmt, stark spiralig 
und wirr durcheinander in den Agar 
hineingebohrt. Das Nikotinsaureamid 
hob in allen Kulturen die Glucose- 
typische Wuchsform auf. 

Die Versuchsreihe mit Glucose- 
Adenin-Agar ist in ihrer Gesamt- 
heit durch keine wachstumsfordernde 
Tendenz gekennzeichnet, lediglich MV. 
albus hebt sich aus dem Rahmen der 
ubrigen Myxococcaceen etwas heraus. 
Der bei ihm durch Adenin erreichte 
Entwicklungsgrad entspricht aber 
durchaus dem der reinen Glucose 
ohne Wirkstoffzusatz, so da® fiir alle 
anderen Stémme Adenin eher hem- 
mend wirkte und bei M. virescens und Rar it 
M. polycistus das Wachstum sogat — jenocsiure-Agarmit Inhaltskémern, Vera 
vollig unterdriickte. 1200 fach. 

Neben diesen Hefewuchsstoffen ge- 
langten noch weitere Substanzen mitWirkstoffcharakter wie p-A mino- 
benzoesaure und Heteroauxin (= f-Indolylessigsaure) zur An- 
wendung (Abb. 19). Saémtliche Myzxococcaceen erhielten durch diese 
Wuchsstoffe keine Wachstumsanregung. 

Nach den bisherigen Feststellungen kann tiber das Wuchsstoffbediirfnis 
unserer Myxococcaceen noch kein zusammenfassender Uberblick gegeben 
werden. Wenn auch die bis jetzt fiir alle Arten gemeinsam erzielten po- 
sitiven Erfolge, die nur in der stark wachstumsfordernden Wirkung von 
B-Alanin und pantothensaurem Calcium bestehen, noch gering sind, 
so geben diese Versuche doch einen wichtigen Ausblick in biologischer 
und systematischer Hinsicht. Die verschiedenartige hier aufgezeigte 
Reaktionsweise so nahe verwandter Organismen bestatigt erneut, daB 
die stoffwechselphysiologischen Verhiltnisse eines Verwandtschatfts- 
kreises nicht gleichsinnig orientiert sind, sondern von Art zu Art ge- 
sonderte spezielle Fahigkeiten entwickelt sein kénnen, die in den zum 
Teil sehr einseitigen LebensiuBerungen zum Ausdruck kommen. 
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6. Wachstumsbeeinflussung durch Fremdorganismen. 


Die Myxobakterien stellen bekanntlich eine Organismengruppe dar, 
die sehr stark zur symbiontischen Lebensweise neigt, die in Chondromyces 
crocatus (KUHLWEIN 1947) ihre héchste Entwicklung erfaihrt. Im Laufe 
der Ziichtungsversuche der Myxococcaceen konnte zwar erneut bestatigt 
werden, daB ein GroBteil der M yxococcus-Arten, die der dueren Form 
nach die primitivste Ausgestaltung aufweisen, in Reinkultur gut und 
vollig normal gedeihen, und daB auch im Laufe zahlreicher hinterein- 
andergeschalteter verschiedener Nihrstoffpassagen das Fehlen der Reize 
und Einfliisse der natiirlichen Umwelt sich nicht negativ geltend machte. 
Einige Myzococcaceen wie M.viperus, M. polycistus und M. brevipes 
gelang es wohl ohne Schwierigkeiten in Reinkultur zu ziichten, doch war 
die Wachstumsintensitiat des vegetativen Schwarmes meistens verringert, 
die Fruktifikation blieb aus, oder es kam nicht selten zumindest zu Ver- 
lust der Farbstoffbildung und geringerer Formdifferenzierung der Frucht- 
korper. Gerieten nun in solche Kulturen durch Offnen der Prrrischalen 
Luftinfektionen von anderen Bakterien oder Hefen und bildeten hier 
Kolonien, so war in vielen Fallen eine giinstige Beeinflussung von seiten 
des Fremdorganismus unverkennbar. M. brevipes bildete oft tiber Luft- 
kokkeninfektionen oder am Rande zwischen Schwarm und Infektion 
zahlreiche intensiv gefarbte, groBe Fruchtkérperwiilste, wenn sonst in der 
ubrigen Kultur keine Fruchtkérperbildung auftrat oder der Schwarm 
noch nicht zur Fruktifikation iibergegangen war. Noch viel mehr als bei 
M. brevipes war bei M. polycistus und M. cerebriformis das Vorhanden- 
sein anderer Bakterien als Reiz fiir die Fruktifikation wirksam. M. poly- 
cistus z. B., der in Reinkultur auf mehreren Nahrsubstraten nur sehr 
selten fruktifiziert, zeigte auf Hefeagar unter der Einwirkung ver- 
schiedener Infektionsherde ein iuBerst mannigfaches Bild in Form und 
Farbe der Fruchtk6rper. Im infektionsfreien Bereich wurden nur farblose 
Schleimhiigel als Fruchtkérper gebildet, im Bereich kleiner zerstreuter 
Staébchenkolonien traten vermehrte kupferrot gefiirbte cystige Frucht- 
k6rper auf; iiber einer schleimigen gelben Luftkokkeninfektion waren die 
Fruchtkorper leuchtend rot von unregelmaBiger iibernormal groBer Form, 
und in und am Rande einer weiBen milchigen Kurzstabchenkolonie 
erhielten die Fruchtkérper eine leuchtend rote, langgestreckte, wulstige 
Prigung, wobei die Schleimfarbe des Myxococcus die Infektionskolonie 
noch leicht rosa anfiirbte. Diese starke Variationsbreite in der Frucht- 
kérpergestalt und -farbe und das vermehrte Auftreten im Zusammen- 
leben mit anderen Bakterien deuten darauf hin, da das wirksame Prinzip 
in Stoffwechselausscheidungsprodukten von seiten der Fremdorganismen 
zu suchen ist. BAUR (1906), der diesen Vorgang in geringerem MaBe schon 
bei Myxococcaceen beobachtet hat, sah diese Anregung zur Fruchtk6rper- 
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bildung nur im Anreiz zur Sporulation. Aus unseren eigenen, oben ge- 
schilderten Versuchsserien geht aber schon klar hervor, daB Sporulation 
und Fruktifikation nicht gekoppelt sind. 


7. Bactericide und fungicide Wirkung der Myxococcaceen. 


Uber bactericide und fungicide Wirkungen durch Myxobakterien 
konnten in der Literatur keine Hinweise gefunden werden. Im Verlaufe 
der Untersuchungen konnte bei M. rubescens, M. viperus, M. cerebri- 
formis, Form H, M. brevipes und M. polycistus die Bildung von Anti- 


Abb. 20. M. cerebriformis, 3 Hemmungsh6fe innerhalb des Infektionsbereichs. Nat. GroBe. 


biotica gegen Luftkokken, Kurzstabchen und Sporenbildner, ferner gegen 
Aspergillaceen und Penicillium-Arten beobachtet werden. Die Wirkung 
auf Bakterien erwies sich teils bakteriostatisch, teils bactericid; die Wirk- 
samkeit konnte aus der Breite der vegetativen Schwarmzone der Myxo- 
bakterien ersehen werden. An der Berithrungslinie von Stabchenschwarm 
und Infektionskolonie trat 6fters intensive Fruchtkorperbildung ver- 
bunden mit erhdhter Farbstoffproduktion und teilweiser Formabwei- 
chung auf (Abb. 20, 21,22). Die Potenz zur Bildung solcher anti- 
bakteriellen Stoffe wechselte stark mit der Zusammensetzung des Nahr- 
mediums. Aus dem besonders haufigen Auftreten der antibiotischen 
Fahigkeiten auf Hefenihrbéden kann angenommen werden, daf auch fiir 
die Myxobakterien wie fiir die Aktinomyceten (v. PLoTHo 1947) im Hefe- 
substrat eine spezifische Substanz enthalten ist, die die Aktivitatsgrenze 
des antibiotischen Agens steigert. In einigen Versuchen wurde versucht, 
die Wirksamkeit von M. rubescens-Antibioticum auf Staphylococcus 
aureus festzustellen. Doch konnte dabei noch kein Naihrboden gefunden 
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werden. in dem fiir M. rubescens und Staphylococcus aureus gleichmaBig 
giinstige Wachstumsbedingungen vorhanden sind. 


Abb. 21. 


Abb. 22. Abb. 23. 


Abb. 21. M, brevipes, deutliche Hemmungshéte im Bereich dicker Infektionsherde, Natiirl. GréBe. 

Abb. 22. Bactericide Wirkung gegen M. brevipes: 1. Fruchtkérper um Impfagar heller gefirbt, 

2. Frk. an der Grenze zwischen Intektionsbereich und Schwarmzone intensiver in der Farbe, 
3. Schwarmbereich Hemmungszone, 4. Infektionsbereich. Schwach vergréBert. 

Abb, 23. Fungicide Wirkung durch Form H:; 1, Impfagar, 2. Luftmycel des Pilzes stark gehemmt, 

3. Substratmycel dehnt sich etwas weiter aus, 4. Zone des veg. Schwarmbereichs. Natiirl. GréRe. 


Die antibiotische Wirkung der My«ococcaceen gegeniiber Schimmel- 
pilzen wie Penicillium- und Aspergillus-Arten trat in weit hoherem MaBe 
in Erscheinung. Diese ausgeprigte fungicide Reaktionsfaihigkeit ist 
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eigentlich nicht verwunderlich, da Pilze ebenfalls sehr stark der kopro- 
philen Lebensweise angepaft sind und im Konkurrenzkampf mit den 
Myxobakterien stehen. Die hemmende Wirkung des antibiotischen Agens 
erstreckte sich vor allem auf das Luftmycel, das submerse Mycel konnte 
seine Entwicklung fortsetzen (Abb. 23). 


Kine systematische Priifung der fungiciden Wirkung wurde mit Asper- 
gillus fumigatus als Testorganismus vorgenommen, der zufillig in 
mehreren Kulturen als Luftinfektion auftrat, pathogene Eigenschaften 
besitzt und starke Verdrangungsreaktionen zeigte. Als Nahrmedium 
diente Hefeagar in einer Hefekonzentration von 1: 10, der zuerst allein 
mit den Myxobakterienstammen beimpft wurde. Nach zweitagiger 
Bebriitung wurden rings um die im Wachstum begriffenen Myxobakte- 
rienschwarme Aspergillus fumigatus-Sporen geimpft und die Kulturen bei 
30° C weiterkultiviert. Dieser Vorsprung mu den Myxobakterien zur 
Ingangbringung des vegetativen Wachstums gewahrt werden, denn nur 
eine reichliche Menge vegetativer Stabchen ist in der Lage, dem sich viel 
rascher ausbreitenden Aspergillus zu trotzen. M. rubescens und M. albus 
zeigten sehr starke fungicide Wirkung: die Hemmungshofe wiesen einen 
Durchmesser von 2—3 cm auf, in kleinen Pilzinfektionen innerhalb des 
Myxobakterienschwarmes war die Konidienbildung vollig, die Luftmycel- 
bildung sehr stark gehemmt, es kamen wenige kropfartig aufgeblasene 
Hyphen zur Ausbildung, an der Grenze zwischen Bakterienschwarm und 
Pilzmycel wurde der Agar durch das Antibioticum intensiv gelb gefarbt. 
Bei M. viperus, M. polycistus und M. brevipes war die fungicide 
Wirkung geringer: der Durchmesser des Hemmungshofes betrug nur 
1—2 cm, die sekundar erfolgten Neuinfektionen innerhalb des 
Myxobakterienschwarmes erfuhren nur noch eine kaum merkliche 
Hemmung, eine Beobachtung, die darauf schlieBen lat, daf die 
Bildung des Antibioticums bei den aktiven Peripheriestabchen am 
stirksten ist. Form H hingegen wies gegen Aspergillus fumigatus keine 
fungicide Wirkung auf. 


8.,,Hexenringbildung.” 


Die Anordnung der Fruchtkorper in bestimmten Zonen, den sogenann- 
ten ,,Hexenringen“, ist im Laufe dieser Versuche bei den M yxococcaceen 
so auffallend und immer wiederkehrend in Erscheinung getreten, daB hier 
kurz dariiber berichtet werden soll. 

QueEHL, Korter und Jaun haben solche Vorgange auch schon beobachtet, eine 
Vorstellung iiber ihre Entstehung hat aber nur JAHN zu geben versucht. Er sieht das 
Wesen der Hexenringbildung im Ubergang der vegetativen Schwarmstabchen zur 
Sporulation und sucht die Ursache der mit Sporulation verbundenen Fruchtkérper- 
bildung in der Nahrstofferschépfung des konzentrisch sich ausbreitenden vegetativen 
Bakterienschwarmes. 
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Nach meinen Beobachtungen kann zu diesem Problem gesagt werden: 
Von auBeren Bedingungen und der Ursache der Sporulation kann die 
Hexenringbildung niemals in primarer Folge abhangig sein, denn die 
Sporulation kann véllig unabhingig von der Fruchtk6rperbildung er- 
folgen. Sie spielt fiir die Entstehung dieser Ringe héchstens eine 
sekundire Rolle. Ein weiterer Beweis gegen die Meinung, dai unter- 


Abb. 24. Abb. 25. 


Abb. 24. M. rubescens, Schema der artspezifischen Fruchtkérperanordnung. */, nat. GréBe. 
Abb. 25. M. Albus, desgl. ?/, nat. GroBe. 


Abb. 26. Abb. 27. 


Abb, 26. Form H, Schema der artspezifischen Fruchtkérperanordnung. 2/, nat. GréBe. 
Abb, 27. M. viperus, desgl. */; nat. Grépwe. 


schiedliche Diffusionsbedingungen fiir die ringformige Anordnung der 
Myxococcaceenfruchtkorper in Frage kommen, ist die Tatsache, daf 
die Hexenringe der Aktinomyceten wie Myxobakterien sowohl auf diinnen 
wie dicken Nahragarschichten mit verschiedenem Diffusionsgefille unter- 
schiedslos gebildet werden. Auch bringen unsere M yxococcaceenstimme 
ihre Fruchtk6rperringe keineswegs nur auf schlechten Nihrsubstraten 
hervor. Der nahrstoffreiche Pepton- oder Hefeagar rief in den meisten 
Fallen trotz teilweisen Ausbleibens der normalen Fruchtkérperbildung 
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eine zonenweise Schichtung im Schleim oder farbliche Kontrastzonen 
hervor. Auch weitere auBere Hinfliisse wie der Wechsel von Tag und 
Nacht, Temperatur und Feuchtigkeitsunterschiede kénnen nicht als ent- 
scheidende Faktoren fiir die Hexenringbildung angesehen werden. Meines 
Erachtens ist die Ringbildung entsprechend der Auffassung LimsKus in 
erster Linie einer inneren, erblich bedingten Ursache zuzuschreiben, denn 
alle 8 M yxococcaceenstimme zeigten auf den verschiedensten Nahrmedien 
mehr oder weniger deutlich Ringbildungen; bei einigen Arten wie M. 
rubescens, Form H, M. viperus und in geringerem MaBe bei M. virescens 
und M. albus blieb dabei die Anordnung der Fruchtkérper in Ringen und 
deren Aufeinanderfolge so artspezifisch erhalten (Abb. 24, 25, 26, 27), daB 
kein Zweifel mehr bestehen kann, da der Bildungsvorgang von einem 
inneren, erblichen Faktor ausgelést wird. 


9. Untersuchung der Variabilitdat. 


Im Laufe dieser Kulturversuche in verschiedenen Nahrmedien wurden 
so viele substrattypische vegetative und fruktifikative Wuchsformen der 
Myxococcaceenstimme beobachtet, daB es von Interesse war, festzu- 
stellen, ob diese durch stoffwechselphysiologische Einfliisse bewirkten 
Veranderungen nur jeweils an das betreffende Nahrmedium gebunden 
waren, oder ob dartiber hinaus die variierte Form auch beibehalten wird. 
Zur Klarung dieser Frage wurden M.rubescens und M. virescens aus 
frisch beimpften Mausemistagarplatten hintereinander nach jeweils 
8 tagiger Kulturdauer auf verschiedene Nahrbéden geimpft, und zwar auf 
Hefe-, LéBerde-, Glucose-, Trypsin- und Pepton-Agar in verschieden ab- 
wechselnder Reihenfolge, wobei das Endglied dieser Nahrbodenreihe 
wieder Mausemist-Agar war. Von den 5 fiir M. rubescens ausprobierten 
Nahragar-Manipulationen konnten 3 Passagen bis zur Riickimpfung auf 
Mausemist-Agar durchgefiihrt werden, waihrend bei M. virescens nur 2 
Passagen beendet werden konnten. Beide Myxococcaceenstamme traten 
nach diesen wechselnden Nahrbodenpassagen auf Mausemist-Agar 
wieder in der urspriinglichen normalen Wuchsform auf, wobei gleichzeitig 
das vegetative und fruktifikative Wachstum gefordert war. Die fiir die 
einzelnen Nahrsubstrate typischen variierten Wuchsformen beschrankten 
sich also jeweils nur auf diese und wurden bei Ubertragung auf ein anderes 
Na&hrmedium nicht beibehalten. Nur die Hefewuchsform klang in der 
darauffolgenden Passage etwas nach. Die Variabilitat in der Wuchsform 
kann daher nur als eine substratgebundene Modifikation bezeichnet 
werden. Gleichzeitig liBt dieser Versuch erkennen, da M. rubescens und 
M. virescens zwei konstante Arten sind, die zwar eine substratbedingte 
Wandlungsfihigkeit besitzen, aber bei Riickkehr in die Ausgangs- 
bedingungen sofort wieder die normale Erscheinungsform annehmen. 
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E. Beschreibung der Arten nach morphologischen und physiologischen 
Gesichtspunkten. 

Wie aus den zahlreichen obigen Untersuchungen hervorgeht, unter- 
scheiden sich die 8 untersuchten Myxococcaceenstiamme sowohl nach 
kulturellen, wie auch nach morphologischen und physiologischen Eigen- 
schaften so deutlich voneinander, daB sie niemals als Subspezies einer oder 
zweier Arten angesehen werden kénnen. Einen Versuch in dieser Richtung 
hat QuEHL (1906) unternommen; er hat alle ihm bekannten M yxococca- 
ceen mit kugelformigen Fruchtkérpern auf Grund von SporengréBe und 
Farbmerkmalen in eine rubescens- und eine virescens-Gruppe aufgeteilt, 
um einen ,,Wirrwarr von Arten‘‘ zu vermeiden. Bei den von QUEHL unter- 
suchten Staémmen scheint es sich auch wirklich nur um verschieden 
modifizierte Varietaten oder Standortrassen der Arten M. rubescens und 
M. virescens gehandelt zu haben, denn Formen mit so geringen von ihm 
ins Feld gefiihrten Unterscheidungsmerkmalen kénnen nicht als wirklich 
konstante Arten definiert werden. Spiter hat auch JAHN in seiner 
Systematik noch teilweise an der alten Anschauung tiber die M yxococcus- 
Arten festgehalten, doch fiigte er auch schon eine Reihe inzwischen 
gefundener morphologisch gut definierter Arten neu hinzu. Nachstehend 
soll nun eine kurze Charakteristik der hier behandelten M yxococcaceen- 
stimme gegeben und gleichzeitig versucht werden, sie in die JAHNsche 
Systematik einzubauen. Als wesentlicher Gesichtspunkt fiir die syste- 
matische Gliederung kamen nur solche morphologische und physiolo- 
gische Merkmale in Frage, die sich wahrend der ganzen Kulturversuche 
als artcharakteristisch und konstant erwiesen haben. Es mu8 darauf hin- 
gewiesen werden, daB Sporen- und StabchengréBe nicht als ausschlag- 
gebende Merkmale angesehen werden kénnen, denn im Laufe dieser Ver- 
suche hat sich herausgestellt, daB unter dem Einflu8 verschiedener Nahr- 
stoffgaben vor allem die SporengréBe so groBen Schwankungen unterlag, 
da sie nur bedingt als konstant bezeichnet werden kann. Zu den alten, schon 
beschriebenen und genau definierten Arten sollen nur kurze Erginzungen 
hinzugefiigt, die neuen Arten jedoch ausfiihrlicher behandelt werden. 


1. M. rubescens (Thaxter). 


Die Farbe der Fruchtkérper schwankte zwischen leuchtend rot bis schwach rosa, 
vollige Farblosigkeit wurde nie beobachtet. Waren keine ausgepragten Fruchtkérper 
vorhanden, so farbte sich meist in naihrstoffreichen Medien der ganze Schwarm- 
bereich rosa bis rot mit einer gewissen Fluorescenz. Die Geschwindigkeit des 
vegetativen Wachstums war auf allen Substraten verhaltnismaBig gering gegentiber 
dem der anderen Stimme. Fruktifikation trat meist nur auf nahrstoffreichen Sub- 
straten ein. Die ringformige Anordnung der Fruchtkérper ist artspezifisch. 


2. M. albus n. sp. 


Die Art kann nach Jann und KtHLWEIN wohl nicht mit M. rubescens var. albus in 
Zusammenhang gebracht werden. Die Sporen- und StaibchengréBe erwies sich in 
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allen Kulturen als etwas schwankend. Die Fruchtkérperfarbe blieb einheitlich 
milchig weib bis beige. Die Fruchtkorper zeichneten sich durch eine ausgesprochene 
Kurzlebigkeit und groBe ZerflieBlichkeit aus, bei etwa30° C werden nur flache, runde, 
wie Oltropfen erscheinende Schleimhiigel gebildet, bei niederer Temperatur waren 
sie etwas scharfer gepragt. M. albus war unter den 8 Stémmen die raschwiichsigste 
Form; schon nach 1—2tagiger Kultur erschienen oft zahlreiche Fruchtkorper. Es 
scheint eine Art zu sein, die in stoffwechselphysiologischer Hinsicht keine speziellen 
Bediirfnisse aufweist; die Kulturen zeigten auf Nahrsubstraten, in denen die anderen 
Staimme oft sichtlich gehemmt waren, immer noch gutes vegetatives und frukti- 
fikatives Wachstum. 


3. M. virescens (Thaxter) 


verliert anscheinend in kiinstlicher Kultur gern die Fahigkeit zur Bildung von 
Fruchtkérpern; traten welche auf, so waren sie meist blaB, klein und in der Form 
wenig differenziert. Der griingelbe, den normalen Fruchtkérpern eigene Farbstoff 
_trat nur in Kulturen mit hohem Nahrstoffgehalt, und zwar dann innerhalb des ganzen 
Schwarmbereiches sehr intensiv auf. Hervorzuheben sind die hohen ernahrungs- 
physiologischen Anspriiche in bezug auf die C- wie N- Quelle. Glucose wurde nicht 
verwertet, ebenso kein anorganischer Stickstoff und nur einzelne Aminoséuren und 
Wuchsstoffe (siehe S. 372, 373, 374, 375), wobei die Wachstumsintensitat sehr 
gering blieb. M. virescens benétigt anscheinend hochmolekulares Eiwei$, denn nur 
Pepton- und Hefesubstrat erméglichte gute vegetative Schwarmausbreitung. 


4. M. viperus n. sp. 


Diese Form wurde anfangs als Abart von M. virescens betrachtet, weil sie 4uBer- 
lich Ahnlichkeiten mit dieser Art aufweist und dieselbe SporengroBe besitzt. Im 
Verlauf der Versuche stellte sich jedoch ein derartig unterschiedliches Verhalten 
heraus, da® die Beziehungen zu M. virescens nicht mehr aufrechterhalten werden 
konnten. Es ist eine Art, die sehr stark zur symbiontischen Lebensweise neigt, bei 
-Ziichtung in Reinkultur einen Teil ihrer Wachstumsintensitat einbiiBt und vor allem 
die charakteristische gekréseartige, geschlangelte Pragung und leuchtende Farbe 
der Fruchtkérper verliert. Erst im Bereich einer Bakterieninfektion erhalten die 
Fruchtkorper wieder ihre normale Form und die intensiv gelbe bis kupferrote Farbe. 
In der AuBeren zahen Schleimschicht der Fruchtkérper bleibt immer ein mehr oder 
weniger gut ausgebildeter Stabchenmantel um die Sporenmasse erhalten. Diese 
Erscheinung und das verhaltnismaBig giinstige Ansprechen auf Wuchsstoffe laBt 
vermuten, da gewisse stoffwechselphysiologische Beziehungen zu den Begleit- 
organismen bestehen. Ein besonderes Merkmal ist die fast in allen Kulturen auf- 
tretende Neigung zur einheitlichen Verktirzung und Verdickung der Schwarm- 
stabchen ohne Fruchtkérperbildung. Als Charakteristikum ist noch hervorzuheben, 
daB auf Hefeagarplatten die zuerst griingelbe Farbe des Schwarmbereiches bei 
12—20stiindiger Aufstellung am Tageslicht in schwachrot bis leuchtend rot tiber- 
geht. Die Hexenringbildung ist artspezifisch. Ich méchte diese Art in Anpassung an 
ihre geschlangelte Wuchsform als M. viperus bezeichnen. 


5. M. cerebriformis n. sp. 


stellt eine Art dar, die wohl der morphologischen Beschreibung von KOFLERS 
M. cerebriformis entspricht, jedoch von ihr abweichende SporengréBe besitzt. In 
dieser Hinsicht stimmt sie véllig mit dem Jannschen Archangium gephyra tiberein. 
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Die Sporen der Fruchtkérper wiesen stets eine runde bis langliche, bohnenformig 
gekriimmte oder gestreckte Kurzstibchenform auf, die zwischen 2,6 und 6,5 « Lange 
und 1,3—2,8 yu Breite schwankte. In allen Kulturen blieben die Sporen der Frucht- 
kérper so dicht verbacken, daB sie beim Zerdriicken in einer Anzahl kleiner Brocken 
zusammenhielten. I. cerebriformis zeigte sowohl auf nihrstoffarmem wie nahrstoff- 
reichem Substrat ein ziemlich gleichmaBig gutes bis sehr gutes vegetatives und 
fruktifikatives Wachstum mit teilweiser normaler Fruchtkérperpragung. Als be- 
sondere Leistung mu die natiirliche Fruchtkérperbildung in dem hochwertigen 
Hefemedium betrachtet werden, das bei allen anderen Formen vollige Hemmung 
oder zumindest starke Verzégerung der Fruktifikation bewirkte. Es ist anzunehmen, 
daB dieser Myxococcus mit Archangium gephyra Jahn identisch ist, sein Verhalten 
im vegetativen wie fruktifikativen Stadium entspricht jedoch ganz und gar dem 
Typus der Myzxococcaceen, weshalb ich vorschlagen moéchte, die Bezeichnung 
Archangium gephyra aufzugeben, und diese Art als M. cerebriformis, dessen Name 
viel besser den auBeren Habitus zum Ausdruck bringt, in die Gattung Chondrococcus 
der M yxococcaceen einzureihen. 


6. M. brevipes n. sp. 


Die Fruchtkérpergestalt dieser Form kénnte mit den Diagnosen von Chondro- 
myces gracilis Kofler, Podangium gracilipes JAHN und M. cirhosus THAXTER in 
Kinklang gebracht werden. Jedoch fehlen in den ersten beiden Beschreibungen die 
Angaben des Cysteninhalts, der hier 1,3—1,8 4 groBe, unregelmaBig geformte 
Kokken darstellt. Die abgesetzte Cyste auf einem mehr oder weniger erhéhten, farb- 
losen bis blassen Schleimfu8 muB wohl als eine etwas abweichende M yxococcus- 
Form angesehen werden; unter den zum Teil extremen Versuchsbedingungen unter- 
blieb aber meist die FuBbildung, und die Cyste trat als unregelmaBig gestalteter 
Myzxococcus-Fruchtkérper auf. Das Erscheinungsbild dieser Form war unter den 
verschiedensten Nahrstoffverhaltnissen ziemlich einheitlich, die Ausbreitung des | 
vegetativen Schwarmes lieB stets eine etwas gehemmte Tendenz erkennen, die wohl 
damit begriindet werden kann, daB die Schwarmstabchen im ganzen Bereich meist _ 
von Anfang’ an eine groBe Neigung zur Sporulation aufweisen und damit ihre 
Bewegungsfahigkeit aufgeben. Traten Fruchtkérper oder fruchtkérperahnliche | 
Bildungen auf, so waren sie immer blaBrot bis leuchtend rot gefiirbt. Die Schleim- 
hiille der Fruchtk6rper ist von ziemlich ziher Konsistenz, doch der Sporeninhalt ist 
leicht zerflieBlich. Wenn auch das Erscheinungsbild dieser Art etwas extreme Ziige 
aufweist, so rechtfertigt die Sporenbildung in Kokkenform als Hauptmerkmal ohne | 
weiteres die Kinordnung in die Gattung Myxococcus. Als M. brevipes = KurzfuB | 
wird gleichzeitig zum Ausdruck gebracht, daB diese Form zu den in Cystophor und — 
Cyste differenzierten Myxobakterien der Gattung Chondromyces iiberleitet. 


7. Form H 


war in der Rohkultur dem Myzxococcus brevipes recht ahnlich, der hier vorhandene 
zusammenhangende SchleimfufS kam aber in simtlichen Versuchsserien in Rein- 
kultur nie mehr zur Ausbildung. Die Fruchtkérper traten meist als flache, glasklare, 
blaBgelbe Schleimhiigel auf, selten zeigten sie einen etwas zerkliifteten Wuchs. 
Form H verfiigt in allen Kulturen sowohl im vegetativen wie fruktifikativen 
Stadium tiber groBe Wachstumsgeschwindigkeit; ihr Nahrstoffbediirfnis lie® keine 
Besonderheit erkennen, der gréBte Teil der dargebotenen Nahrstoffe erméglichte 
gutes bis sehr gutes vegetatives und fruktifikatives Wachstum. Die Art der Hexen- 
ringbildung erfolgte in charakteristischer Weise; Produktion bactericider und 
fungicider Stoffe wurde nicht beobachtet. 
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8. M. polycistus (Kofler) 


stellt einen Stamm mit auBerst variabler Fruchtkérperform und -farbe dar, ohne 
daB deren gestaltendes Prinzip erkannt werden konnte. Ob es berechtigt ist, dafiir 
wirklich eine eigene Art aufzustellen, ist nach den beobachteten ziemlich indiffe- 
renten Erscheinungsformen nicht recht ersichtlich. Ich neige eher dazu, diese Form 
als eine Varietaét der Jahnschen Chondrococcus coralloides-Gruppe zu betrachten, 
und zwar kénnte die Beschreibung des dazu gehorigen M. clavatus oder M. poly- 
cistus Kofler bedingt zutreffen ohne Beriicksichtigung der Sporengréfe. Der kropf- 
artig keulige Wuchs und die teilweise einheitliche rosa Farbe der Fruchtkorper in der 
Ausgangskultur kamen in Reinkultur auf kiinstlichem Substrat nie wieder so deut- 
lich zum Ausdruck. Uberhaupt scheint die Fruchtk6rperbildung von WM. polycistus 
an spezifische Nahrstoffe gebunden zu sein und bei 20—25° C ihr Optimum zu be- 
sitzen. Die Schleimhiille der Fruchtkérper war sehr zah; sie selbst erschienen teils 
als flache, unregelmaBige, blaBgelbe bis leuchtend orangegefarbte Schleimhiigel, 
teils in Gestalt cystiger mit Hécker und Auswiichsen versehener Schleimmassen mit 
starken Farbkontrasten. Diese geflammte farbliche Pragung (Sockel weiBlich, Aus- 
wiichse orange, Cystenspitzen rot) verstarkte sich vor allem beim Alterwerden der 
- Fruchtk6rper. Die Fruchtkérperbildung wurde durch Fremdorganismen geférdert; 
andererseits war diese Form auch befahigt, bactericid und fungicid wirksame Stoffe 
auszusenden. Gewisse Aminosiuren und Wuchsstoffe iibten eine wachstums- 
steigernde Wirkung aus. Hine endgiiltige systematische Klassifikation des Stammes 
kann erst nach einer stoffwechselphysiologischen Durchpriifung der anderen zu der 
Chondrococcus coralloides-Gruppe gehorenden Spezies getroffen werden. 


Chondromyces sp. 


Bei dieser neu gefundenen Art setzt sich der Fruchtkérper aus einem nach oben 
verbreiterten FuB und einer darauf ruhenden Cyste zusammen (ganze Hohe etwa 
390 ). Der blasse und glasige Cystophor weist im ganzen eine Hohe von etwa 260 ju 
auf, bei einer unteren Breite von etwa 52 4 und einem oberen Durchmesser von 85 pu. 
Die Oberflache der Cyste ist rund gewélbt oder in die Breite gezogen, teils nieren- 
formig (150—215 1) und am Rande etwas gelappt erscheinend, von gelber, milchiger 
Farbe. Der Stiel besteht aus einer 4uBerst zihen Schleimmasse, in die festverbackene 
Stabchen eingelagert sind. Die Schleimsubstanz und der Inhalt des Hutes ist leicht 
zerflieBlich und enthalt ovale bis langliche oder eiformige Kokken und Kurzstabchen 
von 1,9—2,8 « Lange und 1,3 wu Breite. Nach 1—2tagigem Stehen im Labor voll- 
zogen sich einige Veranderungen: am Cystophor bildeten sich ein bis zwei Ver- 
zweigungen, die Farbe des Stieles nahm eine mehr rétliche Ténung an und neben 
dem FuB alter Fruchtkérper kamen 2 neue weiflichgelbe runde Cysten hervor, 
aus denen sich neue kleinere Fruchtkorper differenzierten. 


Dieser Organismus wurde einmal in saurer Erde des Botanischen Gartens in 
Karlsruhe auf sterilisiertem Hasenmist gefunden. Weder auf Rattenmist-, Wild- 
kaninchenmist- noch auf Logerde-Agar ist es gelungen, ihn in Kultur zu bringen. 
Diese Tatsache und das gehaufte Auftreten encystischer Amében am Fu des 
Fruchtkérpers lassen vermuten, da es sich hier um eine symbiontische 
Art handelt. 


F. Zusammenfassung. 


Die Ernahrungsphysiologie der Myxococcaceen wurde auf breiter Basis 
untersucht, wobei folgende wesentliche Ergebnisse gefunden wurden: 
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Alle Myxococcaceenstimme mit Ausnahme von M. virescens koénnen 
Glucose verwenden. 

1°, ige Pepton-Gabe léste in allen Fallen in der vegetativen Phase starke 
Wachstumssteigerung aus, wobei der Schwarmbereich ein vollig ver- 
aindertes Aussehen erhielt und zur systematischen Diagnose herangezogen 
werden kann. 


Aus eingehenden Beobachtungen geht hervor, daB der Anreiz zur Ver- 
kiirzung der Staibchen und die Sporulation unabhangig von der Frucht- 
korperbildung erfolgten. 


Die Wuchsformen auf Hefenahrbéden lieben folgende einheitlichen 
Merkmale erkennen: Gesteigertes vegetatives Wachstum, erhdhte 
Schleim- und Farbstoffbildung, Verzégerung der Kokkenbildung und 
damit meist verbunden modifizierte Fruktifikation. Bemerkenswert 
ist dabei die Vergro8erung der Stabchen und Kokken, die sich 
zum Teil in ziemlich unregelmaBig geformten amdboiden Gebilden 
aiuBerte. 


Die Uberpriifung einzelner Aminosduren zeigte folgenden Unterschied 
in ihrer Ausnutzbarkeit: Auf Glucose-Glutaminsaiure-Agar erfolgte aus- 
gesprochen schlechtes Wachstum; Glucose-Leucin-Agar war nur 
bedingt verwertungsfihig; Glucose-Asparagin- und Glucose-Cystin- 
Agar konnten im grofen und ganzen gleich gut verwertet werden. 
Die besten Wachstumserfolge brachte Glucose-f-Alanin-Agar, was 
in einer deutlichen Forderung der Wachstumsintensitaét und Teilungs- 
fahigkeit der vegetativen Sti&bchen und gesteigerter Fruktifikation 
zum Ausdruck kam. 


Aus der Verwertbarkeit der einzelnen Aminosiuren laBt sich ein ziem- 
lich ausgepragtes RPA ALS ARI innerhalb der Gattung Myxococcus 
herleiten. 


Die toxische Wirkung der Glutaminsiure fiir sich allein wurde in 
Gemeinschaft der anderen Aminosiiuren nicht nur aufgehoben, sondern 
die Mischung ergab in allen Kulturen starke Zuwachseffekte. 


Uber das Wuchsstoffbediirfnis kann kein zusammenfassender Uber- 
blick gegeben werden. Teils wirkten Aminosiuren in Verbindung mit 
Wuchsstoffen als Aktivatoren. Bei allen Arten hatten B-Alanin und 
pantothensaures Calcium stark wachstumsférdernde Wirkung. Lacto- 
flavin und Adermin lieBen keine Wachstumseffekte erkennen, Adermin 
brachte von Art zu Art sehr extreme Reaktionsweisen zum Aus- 
druck. Nikotinsiureamid wirkte in Verbindung mit Glucose teilweise 
wachstumsfordernd, Adenin, p-Aminobenzoesiiure und f-Indolyl- 
essigsiure gaben in der angewandten Konzentration keine Wachstums- 
anregung. 
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Bei 6 Myxococcaceen-Arten konnte die Bildung von Antibiotica gegen 
Bakterien und Schimmelpilze festgestellt werden. Eine systematische 
Priifung der fungiciden Wirkung wurde mit Aspergillus fumigatus als 
Testorganismus vorgenommen. 


Die Anordnung der Fruchtkérper in Hexenringen und deren Auf- 
einanderfolge wurde als artspezifisch erkannt. 


Bei M. rubescens und M. virescens wurde die Variabilitat in der Wuchs- 
form auf verschiedenen Nahrbéden gepriift und als reine substrat- 
gebundene Modifikation festgestellt. 


Zum Schlusse wird eine Beschreibung und Artumgrenzung der Ver- 
suchsorganismen nach kulturellen, morphologischen und physiologischen 
Unterscheidungsmerkmalen durchgefiihrt und versucht, sie in die JAHN- 
sche Systematik einzubauen. Dabei wurden 5 neue Myzxococcus-Spezies 
und | neue Chondromyces-Art beschrieben. 


Die Anregung zu vorliegender Arbeit verdanke ich Herrn Dr. H. Kitunwetn, 
Dozent am Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe. Fiir seine 
stets wohlwollende Forderung méchte ich ihm an dieser Stelle meinen besten Dank 
aussprechen. 

Ferner méchte ich Herrn Dozent Dr. F. Morwus, Heidelberg, fiir die Uberlassung 
der Wuchsstoffe sowie einige Literaturhinweise besonders danken. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Stuttgart, 
mykologisch-bakteriologisches Laboratorium.) 


Verbreitung und Physiologie mikroskopischer Bodenpilze. 


Fine mykologische Studie 
als Beitrag zur Mikroflora der Umgebung Stuttgarts?. 


Von 
RosE M. KREHL-NIEFFER. 


(Eingegangen am 15. Dezember 1949.) 


Die Schimmelpilzflora des Bodens wurde in den letzten Jahrzehnten 
wiederholt unter verschiedenen Gesichtspunkten untersucht (JANKE, 
NIETHAMMER, STARC, Szrivinyt). Auch rein systematische Zusammen- 
stellungen der isolierten Arten von Schimmelpilzen sind fiir verschiedene 
Gebiete schon gemacht worden, fiir Wiirttemberg fehlten jedoch solche 
bisher noch vollstandig. 

Bis jetzt besteht noch keine restlose Klarheit dariiber, ob die Schimmelpilzflora 
des Bodens in ihrer Zusammensetzung eine Abhangigkeit von den Umweltfaktoren 
zeigt. Der bisher am haufigsten in die Untersuchung einbezogene Umweltfaktor ist 
wohl der EinfluB der héheren Pflanzenwelt. Wie alle Lebewesen, sind auch die 
Schimmelpilze von ihren Umweltbedingungen weitgehend abhangig. Nur sind diese 
nicht immer leicht genau zu definieren und zu erfassen. Manche Literaturangaben, 
vor allem die auslindischen, waren nicht, oder nur in Form von Referaten und 
Zitaten zuganglich. Aber auch der vorhandene kleine Ausschnitt zeigte schon deut- 
lich, daB jede Gegend ihre eigene Schimmelpilzflora im Boden besitzt; die einzelnen 
Zusammenstellungen unterscheiden sich recht deutlich voneinander. 

Im folgenden soll eine Zusammenstellung der Arten von Schimmel- 
pilzen gegeben werden, die aus einigen wiirttembergischen Boden isoliert 
werden konnten. AuBerdem soll den Fragen der Abhangigkeit der Pilze 
von ihrer Umwelt und ihren physiologischen Leistungen etwas nach- 
gegangen werden. Es wurden Mergel- und Sandbéden der Stuttgarter 
Umgebung, also des Keupers, auf ihre Pilzflora untersucht. Zum Ver- 
gleich mit diesen, besonders im Sandstein ausgepragt sauren Boden, 
wurden Jurabéden der Schwibischen Alb aus dem Weifjura und da- 
neben noch alpine Bodenproben aus der Oberstdorfer Umgebung 


untersucht. 


1 Die ausfiihrliche Fassung der Versuchsergebnisse (Dissertation) samt Tabellen 
kann von Spezialinteressenten jederzeit im Botanischen Institut der Technischen 
Hochschule Stuttgart eingesehen werden. 

Diese Mitteilung wurde bewuBt auf die Schimmelpilze beschrankt, Bakterien, 


Actinomyceten und Hefen wurden also nicht mit einbezogen. 
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A. Methodik. 


Die Bodenproben wurden aus 5—10cm Tiefe direkt mit einem sterilen Reagensglas 
entnommen, das mit Wattestopfen versehen wurde, um die Bodenatmung nicht 
zu behindern. Der Rand des Glases wurde an Ort und Stelle mit einem Streichholz 
abgeflammt. 

Zur Gewinnung der Rohkulturen wurden anfanglich zwei Wege beschritten: Einer- 
seits die Aufschwemmung einer geringen Bodenmenge in sterilem Wasser, andererseits 
das direkte Auslegen von kleinen Erdbréckchen mit Hilfe von sterilen Nadeln. 

Als Nahrboden wurden verwandt: 

1. Kartoffelscheiben und -keile oder Méhren; 2. angefeuchtete Brotbrésel; 
3. Magermilch; 4. Malzpeptonagar nach Zycua; 5. Normalnaéhrboden nach Sopp; 
6. feinverteilte Erde mit Brunnenwasser; 7. CzspEK-Dox-Agar; 8. physiologisch 
saure Nahrlésung nach Stapp mit verschiedenen Kohlenstoffquellen: a) Cellulose- 
streifen aus Filtrierpapier, b) 5% Pectin in Form von Opekta-Gelee, c) 1,5 u. 10% 
krystallisierte Gerbsaure, d) 1 u. 594 Harnstoff; 9. abgeinderte Srapp-Lésung mit 
Harnstoff als Stickstoffquelle; 10. Fleischagar abgeandert nach BERNHAUER. 

Fiir die Roh- und Anreicherungskulturen wurden Kartoffeln als Nahrboden 
benutzt. Fiir die mikroskopische Untersuchung der Arten zu ihrer systematischen 
Einreihung wurden sie auf CzapEK-Dox-Agar, dem Standardnahrboden fiir die 
Bestimmung, geztichtet. Die Mucorineen dagegen, die darauf schlecht fruktifizieren, 
wurden zum Mikroskopieren auf dem von ZycHa angegebenen Malzpeptonagar 
kultiviert. Zur sicheren Bestimmung der Penicillien, Mucorineen und Fusarien 
muften auch die Habitusbilder in Perri-Schalen herangezogen werden. Dies wurde 
fiir Muc. und Fus. auf Malzagar, fiir die Pen. auf Sorrs Fleischagar durchgefiihrt. 


B. Ergebnisse. 
I. Die gefundenen Gemeinschaften von Schimmelpilzen. 


Die isolierten Mikroorganismen konnten nicht immer sicher bis zur 
Art bestimmt werden, doch ist die Gattung stets zu ermitteln gewesen. 

Folgende Gattungen wurden isoliert: 

Mucor, Zygorhynchus, Rhizopus, Absidia, Cunninghamella, Aspergillus, 
Penicillium, Scopulariopsis, Botrytis, Monilia, Geotrichum, Cepha- 
losporium, Trichoderma, Sporotrichum, Acremonium, Verticillium, Ce- 
phalothectum, Cladosporium, Alternaria, Synsporium, Fusarium. Thr 
Vorkommen in den einzelnen Bodenproben geht aus Tab. 1 hervor!?. 


Zur Bestimmung wurden die Werke von Linpav, THom, WoLLENWEBER und 

Zycua benutzt. 
Zur leichteren Ubersichtlichkeit sind in der Tab. 1 die Erdproben mit einer 

Buchstaben-Ziffernfolge belegt worden, die nachstehende Bedeutung hat: 

1 = Sandstein, 2 = Mergel, 3 = Jurakalk, 4 = Hauptdolomit, 5 = Liasflecken- 

mergel, 6 = Diluviale Schichten, 7 = L6B. Die weitere Unterteilung wurde nach der 

kulturellen Ausnutzung durchgefiihrt: 


A I Buchenwald A II Nadelwald A III Mischwald 

B I Wiese B IT Weide und Matten 

C I Getreideacker C II Kartoffelacker © II Ubriges 

D I Unkultiviert D II Vegetationsarm D ITI Gerdll und Felsspalten 


* Kin Unterschied in der Pilzflora der verschiedenen im Keuper vorhandenen 
sandigen Horizonte lieB sich nicht feststellen, und auch beim Mergel lagen die 
Verhaltnisse ahnlich. 
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Tabelle 1. Liste der Gemeinschaften in den verschiedenen Bodenproben. 


1AT: 


IAT: 
Pl AT: 
1LATII: 
1ATI: 


LATI: 


A TIT: 
1A II: 


eA LLL: 


LB I: 
VBI: 


1BII: 
TOME 


ICT: 
LC Il: 


Muc. silvaticus, Abs. spinosa, Pen. affinis, Pen. lanosum, Pen. brunneo- 

violaceum, Pen. insigne, Ceph. spec., Spor. candidum, Fus. dimerum. 

Muc. spec., Abs. verticillata, Pen. expansum, Ceph. spec., Spor. candidum. 

Abs. spinosa, Pen. insigne, Pen. spec., Bot. cinerea, Fus. nivale. 

Muc. spec., Zyg. Vuillemini, Asp. niger, Pen. musae, Trich. Koningi. 

Zyg. Vuillemini, Abs. spinosa, Pen. musae, Pen. puberulum, Fus. grami- 

neum, Fus. spec. 

Muc. fragilis, Muc. racemosus, Zyg. Vuillemini, Abs. glauca, Pen. eaxpan- 

sum, Pen. gilvum, Pen. brunneo-violaceum, Pen. insigne. 

Muc. varians, Muc.racemosus, Pen.affine, Pen. spec. Gruppe Fasci- 

culata, Ceph. spec., Vert. cinnabarinum, Fus. dimerum. 

Muc. spec., Abs. spinosa, Pen. funiculosum, Ceph.spec., Vert. cinna- 

barinum, Fus. avenaceum, Fus. nivale. 

Abs. spinosa, Pen. giluum, Pen. insigne, Vert. punicum, Clad. herbarum, 

Fus. nivale. 

Abs. glauca, Pen. insigne, Mon. sitophila, Fus. lateritium. 

Rhiz. nigricans, Abs. glauca, Ceph. spec., Trich. Koningi, Fus. semitectum, 

Fus. lactis, Fus. spec. Gruppe Elegans. 

Muc. spec., Pen. insigne, Fus. sambucinum, Fus. sporotrichioides. 

Rhiz. nigricans, Pen. insigne, Ceph.spec., Trich. Koningi, Fus. meris- 

moides, Fus. spec. 

Pen. insigne, Fus. bulbigenum, Fus. nivale. 

Muce. silvaticus, Muc. spec., Pen. viridicatum, Fus. lateritium, Pus. expan- 

sum, Fus. spec. 

Fus. nivale, Fus: solani, Fus. moniliforme. 

Ceph. spec., Vert. cinnabarinum, Fus. dimerum, Fus. sambucinum, Fus. 

lateritium. 

Pen. insigne, Ceph. spec., Vert. cinnabarinum, Syn. biguttatum, Pus. poae. 

Muc. spec., Rhiz. nigricans, Ceph. spec., Fus. solani, Fus. poae. 

Muc. hiemalis, Zyg. Vuillemini, Pen. griseus, Pen. insigne, Fus. nivale, 

Fus. graminum, Fus. buxicola. 

Pen. expansum, Pen. insigne, Trich. Koningi, Vert. cinnabarinum, Fus. 

nivale, Fus. melanochlorum. 

Pen. flavo-glaucum, Pen. insigne, Trich. Koningi, Vert. punicum. 

Muc. hiemalis, Muc. spec., Abs. spinosa, Fus. spec. 

Muc. varians, Clad. herbarum, Vert. cinnabarinum, Fus. avenaceum, Pus. 

melanochlorum. 

Muc. spec. 

Ceph. spec., Vert. cinnabarinum, Fus. moniliforme, Fus. chlamydosporum. 

Abs. spinosa, Pen. spec. 

Abs. verticillata, Zyg. Vuillemini, Pen. insigne, Pen. spec. Gruppe Fasci- 

culata. 

Muc. spec., Pen. insigne. Fus. lactis. 

Muc. spec., Cun. elegans, Ceph. spec. Trich. Koningi, Vert. cinnabarinum, 

Pen. Duclauxii, Pen. Gruppe Asymmetricum, Fus. lactis, Fus. meris- 

moides, Fus. spec. 

Muc. spinosus, Cun. elegans, Abs. glauca, Pen. insigne, Pen. spec., Ceph. 

spec., Fus. dimerum, Fus. lateritium, Fus. moniliforme. 

Fus. sporotrichioides, Fus. argillaceum. 

Muc. spec., Fus. solani. 

Trich. Koningi, Fus. dimerum, Fus. poae, Pus. sambucinum. 
27* 
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Tabelle 1. (Fortsetzung.) 


Fus. spec. 

Muc. spec., Pen. insigne, Fus. spec. 
Fus. dimerum, Fus. spec. 

Rhiz. Cohnii, Fus. solani. 


Rhiz. nigricans, Pen. insigne, Mon. sitophila, Vert. cinnabarinum, Fus. 


sambucinum, Fus. argillaceum. 


Asp. terreus, Pen. spec. Gruppe Monoverticillium, Pen. expansum, Geotr. 


candidum, Ceph. curticeps, Fus. dimerum, Fus. lactis, Fus. nivale. 

Muc. hiemalis, Muc. racemosus, Fus. solani. 

Rhiz. nigricans, Fus. nivale. 

Pen. lanosum, Pen. Duclauxii, Pen. insigne, Fus. semitectum. 

Cun. elegans, Pen. crassum, Pen. insigne, Fus. moniliforme. 

Muc. spec., Pen. ochraceum, Pen. spec., Fus. spec. 

Muc. hiemalis, Pen. flavo-glaucum, Vert. punicum, Vert. cmnabarva tam 
Fus. dimerum, Fus. argillaceum. 

Muc. spec., Pen. insigne, Pen. spec., Synsp. biguttatum, Fus. dimerum, 
Fus. lactis, Fus. spec. 

Muc. spinosus, Abs. Lichtheimi, Pen. giluum, Pen. insigne, Fus. spec. 
Fus. spec. Gruppe Gibbosum, Fus. spec. 

Muc. silvaticus, Rhiz. nigricans, Rhiz. arrhizus, Pen. spec., Fus. dimerum. 
Muc. hiemalis, Muc. silvaticus, Ceph. curticeps, Fus. merismoides, Fus. 
equiseli. 

Muc. spinosus, Muc. silvaticus, Pen. insigne, Ceph. spec., Fus. lateritium. 
Muc. spinosus, Muc. silvaticus, Pen. insigne, Ceph. spec., Fus. lateritium, 
Fus. nivale, Fus. poae, Fus. solani. 

Muc. silvaticus, Pen. flavo-glaucum, Pen. spec. 

Pen. insigne, Ceph. spec., Fus. aquaeductum, Fus. solani. 

Muc. hiemalis, Pen. Duclauxii, Ceph. spec., Fus. lateritium, Fus. solani. 
Muc. spec., Vert. cinnabarinum, Fus. aquaeductum, Fus. spec. 

Muc. spec., Pen. intricatum, Pen. spec., Fus. dimerum, Fus. sambucinum. 
Pen. suaveolens, Pen. expansum, Pen. luteo-viride, Cephalot. roseum, Fus. 
spec. 

Muc. spec., Fus. spec. 
Pen. gilvum, Fus. merismoides. 

Fus. melanochlorum, Fus. spec. 

Muc. hiemalis, Muc. silvaticus, Pen. insigne, Vert. asperum, Fus. aquae- 
ductum, Fus. dimerum, Fus. merismoides, Fus. solani. 

Muc. hiemalis, Muc. silvaticus, Fus. nivale. 

Muc. hiemalis, Pen. corymbiferum, Pen. brunneo-violaceum, Cephalot. ro- 
seum, Fus. lactis. 

Muc. hiemalis, Pen. commune, Pen.expinsum, Pen.luteo-viride, Cephalot. 
roseum, Fus. poae. 

Pen. insigne, Vert. cinnabarinum, Fus. solani. 

Muc. hiemalis, Pen. spec., Fus. bulbigenum. 

Muc. hiemalis, Vert. cinnabarinum. 

Muc. hiemalis, Pen. insigne, Clad. herbarum, Vert. glaucum, Vert. cinna- 
barinum, Fus. merismoides. 

Muc, silvaticus, Pen. aurantio-griseum, Pen. spec. Gruppe Fasciculata, 
Pen. insigne, Trich. Koningi, Vert. cinnabarinum, Fus. solani, Fus. 
camptoceras, Fus. spec. 


Muc. spec., Pen. insigne, Fus. solani, Fus. oxysporum, Fus. argillaceum. 


: 
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Tabelle 1. (Fortsetzung.) 


6BII: Fus. dimerum, Fus. solani. 

6BII: Pen. spec., Pen. spec., Pus. oxysporum, Fus. solani. 

pial: Scop. brevicaulis, Fus. sambucinum, Fus. camptoceras. 

ay (Salle Scop. brevicaulis, Mon. sitophila, Geotr. candidum, Alt. tenuis, Fus. lateri- 
tuum, Fus. solani. 

TC II: Mue. silvaticus, Asp. terreus, Scop. brevicaulis, Geotr. candidum. 

TCIM: Rhiz. nigricans, Pen. commune, Geotr. candidum, Fus. merismoides, Fus. 
culmorum, Fus. nivale. 

TCIM: Fus. dimerum, Fus. gramineum, Fus. sambucinum. 

7DI: Muc. hiemalis, Geotr. candidum, Fus. nivale, Fus. solani. 


II. Physiologische Leistungen auf verschiedenen Substraten. 


Die Verwertbarkeit von einigen Substanzen, die die Pilze in ihrer 
natiirlichen Umgebung, dem Boden, vorfinden, wurde durch Wachs- 
tumsversuche gepriift. Nach WaxKsman (1944) soll die erste Stufe des 
mikrobiellen Abbaus von Pilzen durchgefiihrt werden. Die Endprodukte 
ihrer Umsetzungen und auch die Pilzhyphen selbst dienen dann den 
Bakterien als Substrate. Gepriift wurde das Wachstum auf einigen im 
Boden haufigen pflanzlichen Abfallprodukten und anderen Pflanzen- 
stoffen. Daneben wurde noch das Wachstum der Schimmelpilze auf 
sterilisiertem Boden untersucht. 


Der Abbau der pflanzlichen Materialien ist ein komplexer Vorgang, bei dem 
mehrere Mikroorganismen zusammenarbeiten, jeder baut das Endprodukt des 
Abbaus seines Vorgingers weiter ab. Bei der Zerstérung von pflanzlichen Geweben 
wird zunachst der Zusammenhalt der einzelnen Zellen gelockert und gelést, namlich 
die aus Calciumpectinat bestehende Mittellamelle. Die Pectinzerstorer machen so 
den Weg frei fiir die celluloseabbauenden Mikroorganismen. Daraufhin kénnen die 
Substanzen des Zellinneren angegriffen werden, soweit sie nicht schon vor dem 
Absterben der Pflanzenteile von der Pflanze resorbiert worden sind. HiweifS und 
sonstige plasmatische Bestandteile aber sind nicht mehr so schwer angreifbar fiir 
Mikroorganismen wie die sie umhiillenden Stoffe, sie werden nun sehr rasch, und 
zwar hauptsachlich von Bakterien abgebaut. Eiweif und die Zwischenprodukte 
seines Abbaus sind fiir fast alle Pilze als Nahrstoffquelle geeignet, wird doch z. B. 
Pepton fiir sehr viele synthetische Nahrbéden verwendet. Auch Kohlehydrate, 
~ und von ihnen vor allem die Oligosaccharide, sind leicht abbaubar. 


Wie Tab. 2 zeigt, sind alle gebotenen natiirlichen Pflanzenstoffe fiir 
Schimmelpilze gut verwertbar. Auf Laub,auch in der Form von Nadeln, 
war das Wachstum durchweg gut. Frisches Holz dagegen war als Substrat 
weniger geeignet; die Cellulose kann in ihm nur schwer angegriffen 
werden, da verschiedene, nicht genau definierte Substanzen noch wirk- 
sam sind, die die verholzten und daher zum Teil schon abgestorbenen 
Gewebe im Leben der Pflanze vor dem Angriff der Mikroorganismen 
schiitzen. Fast alle untersuchten Schimmelpilze besitzen das Ferment 
Pectinase; besonders gut arbeiten bei der Pectinzersetzung die Plectas- 
_cales und auch die Fusarien. 
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Tabelle 2. Wachstum von Schimmelpilzen auf einigen Substraten natiirlicher Standorte. 
Wachstum: ++++ = iippig, +++ = gut, ++ = maBig, + = schwach, - = sehr 
schwach, — = kein Wachstum. 
| Harnstoff 
i- r- # als t 
se Pa larete Laub bi ~_— Pectin yng Tannin : 
Schimmelpilzes | yadein Holz N- C- 
Quelle | Quelle 
Muc. silv.. . |++++]/++++) +4+4+ | ++ [4444] — os — +44 
Muc.diem. . \++++]/++4+4+] +++ | +4+4+ |44+4+4+) — — 5:3 oe 
Muc. frag... . | +++ |4++4++) +44 | 44+ + — — Stare 
Muc. spin... | +++ | +4 | +++ =F ea — — — |+4+++4+ 
Rhiz.nigr.. . |++++!) +44 | +++ — — — = 2 os 
Abs. glauc.. . | +++ | ++ | +44 shreti| decks ++ 
Abs. spin... . ++ | +++ | +4 ++ |}4+4++] — — =— oe 
Cun. eleg. . . |++++) +++ + ++ ++ — — — ree 
Asp. niger, . | +++ | +++ [44+4+4+] +4 [4444] 44 | 444 ] — ++ 
Asp.terr, . . | +++] ++ | +++ ] +4 [+444] 4 1: wate 
Pen. virid.. . |++++)/ +++ ] 444+ | ++ [+tte] ++ | 444 + a 
Pen.musae . |++++/++++!1 +++ | ++ J++4++4+] 4+ ++ +  |++t++ 
Pen. gilv. . . |4+++)/++4+4] +44 + +++ | ++ ++ +  jt+4++ 
Pen.exp. . . | +++ |] +++ ] +++ | +4 ++ ++ | +++ + |++++ 
Pen. comm. . +++ |+++4+/+4+4+4+!} 4+ +4+++] +4 ++ — +++ 
Pen. suav.. . | +++ |+4++ [+4++4+] + [+444] 4+ ++ po fae 
Pen. insig.. «© | +++ |44+++] +++ [+444] 444 | +4 ++ — +++ 
Scop. brev.. « | +++ | +++ |] +4 cat + ar : — |4++++ 
Mon. sit. «©. |++++) +44 | +4 + | +++ : — +++ 
Ceph. spec. . | +++ | +++ | +4 + + ++ — . et 
Ceph. curt... |++++/++++/+4+4+4] + +++] ++ + — |++++ 
Trich.Kon. . |++++| +++ |++4+4+] ++ | +44 l4444] - — + 
Vert. pun... |++++| +++ [4+4+4+4+]) 444+ | 444+ ] 444 ] 44 — ++ 
Vert.cinn. . | +++ + + + +h) tabchelen — +: 
Ceph.ros.. . btt fb) tt foto [++++)] 04 . eel teats alate 
Acre.alt, . . |++++/ +++ | +++ ] +4 + ~ . — |++++4+ 
Bus. latte. s) vs ++ ++ | +++ ] ++ ++ | +++ -— — oh 
Fus.dim, . . t+ tH fot fo tb | tet |+t4+4+] = — | +4++ 
H8. NAVA, dae! |e Ja pesh ++ + +++ | +++ . — he 
Fus. sol... . |++++] +4 Bijied thebek se ail ee ste oe — |++4+4+ 5 
Fus, samb.. . |++++/++4+4] +++ | +4 ++ |+4+4++4+] — — pep fe 


Zum Abbau des Tannins, das als einer der verschiedenen, in Pflanzen 
vor allem in der Borke und auch in einigen fleischigen Friichten ge- 
bildeten Gerbstoffe geboten wurde, waren nur wenige Pilze befihigt. 
Nach Srappe und Borrets ( 1934) sind es nur Vertreter der Gattungen 
Aspergillus und Penicillium und zwar der Gruppe Monoverticillium 
(friiher nach Wrumer die eigene Gattung Citromyces). Nach eigenen 
Erfahrungen zeigen aber auch Vertreter der Gruppen Asymmetricum und 
sogar Symmetricum die Fahigkeit, Tannin zu verwerten; ganz geringe 
Wachstumsintensitiiten auf Tannin waren auch bei Verticillium und 
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Cephalosporium feststellbar. Tannin in sehr hoher Konzentration (20%) 
wird nur von ganz wenigen Penicillium-Monoverticillium-Arten abgebaut. 
Da die Gerbstoffe im Boden aber auch nur selten und dann nur 6rtlich in 
sehr groBer Menge auftreten, reicht der Gehalt der Schimmelpilze an 
Tannase fiir den Abbau des Tannins vollstandig aus. 

Bei Cellulose muB besonders gut zwischen intensivem Abbau und 
reinem Wachstum auf ihr unterschieden werden, wobei wohl die geringen 
_ Mengen an Verunreinigungen mit anderen Kohlenstoffquellen eine Rolle 
spielen. Durch die pilzliche und in noch viel starkerem Mae durch die 
bakterielle Cellulosezersetzung wird die Menge der in pflanzlichen Zell- 
winden irreversibel abgelagerten Elemente angegriffen und abgebaut. 
In der natiirlichen Mikrobenmischung des Bodens lassen die Pilze nach 
Stapp und Borers (1935) die Cellulose fast unberiihrt, wenn ihnen 
genitigend wasserlésliche Kohlenstoffverbindungen zur Verfiigung stehen. 
Bei keiner Art der Phycomycetes ist Wachstum auf Cellulose méglich. 

Harnstoff ist hier als eines der vielen, im Boden vorliegenden Zwischen- 
produkte des EiweiSabbaus herausgegriffen worden, er ist besonders als 
Stickstoffquelle sehr geeignet; geringere Wachstumsintensitaten zeigten 
darauf nur Trichoderma, Verticillium, Rhizopus und Absidia, also Arten, 
die auf den iibrigen Substraten gut gedeihen. Als Kohlenstoffquelle 
dagegen zeigte sich Harnstoff nicht sehr geeignet, nur ganz wenige Arten 
bildeten darauf ein schwaches Mycel; dabei sind Konzentrationen von 
lund 5% gleich ungeeignet. 

Der Abbau des Lignins ist noch sehr umstritten, eigene Versuche in 
dieser Richtung wurden nicht durchgefiihrt. Nach WaxksmMaN sollen 
einige Alternaria- und Fusariumarten etwas Lignin abbauen, aber auch 
dies wohl erst, nachdem die Cellulose schon zerstort ist. 

Der Abbau all der genannten Substanzen verlauft im Boden gleichzeitig. Dabei 
sind einige Arten auf nur wenige Substrate spezialisiert, andere wieder bauen 
verschiedenartige Stoffe mit gleicher Intensitaét ab, wie sich aus diesen Versuchen 
zeigen lie8. So ist Tannin nur fiir wenige Gattungen geeignet; Cellulose wird von den 
Phycomycetes nicht angegriffen. Fiir den Ligninabbau sind auch nur ganz wenige 
Fungi Imperfecti geeignet. 

Ein Kriterium, ob die isolierten Arten von Schimmelpilzen auch 
tatsichlich echte Bodenpilze darstellen oder nur durch Zufall in den 
Boden gelangt und erst in Kultur gekeimt sind, ist die Tatsache, ob sie 
auf sterilisierter Erde langere Zeit zu wachsen vermégen. Durch die bei der 
Sterilisation entwickelte Temperatur wurde der Boden in seiner orga- 
nischen Komponente wohl etwas verindert, doch nicht so stark, daB sich 
nicht trotzdem Schliisse aus den nun folgenden Versuchen ziehen lieBen. 
In der Natur sind im Boden die optimalen Lebensbedingungen fiir 
Schimmelpilze nur zeitweise vorhanden, doch kénnen sie, wenn sie auf- 
treten, von den sehr raschwiichsigen Pilzen sofort und ziemlich weit- 


gehend ausgenutzt werden. 
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Die Pilze wurden auf verschiedenen Boden gezogen, um Unterschiede 
in der Wachstumsintensitaét auf ihnen festzustellen. Dabei wurde je ein 
Wald- und ein Ackerboden aus Stubensandstein und Knollenmergel und 
zum Vergleich noch ein Waldboden aus Weibjura 6 gewahlt. Es zeigte 
sich, daB alle untersuchten Arten auf Erde zu wachsen vermochten, 
wobei ihnen Waldboden meist mehr zusagte als Ackerboden. 4 


Penicillium, Mucor und Verticillium punicum zeigten ein besonders 
intensives Wachstum mit starker, normal entwickelter Conidienbildung. 
Fusarium wuchs diinner und unregelmaiBig, Makroconidien werden nur 
wenig gebildet. Sehr viele Fusariwmarten verbringen nur einen Teil ihres 
Lebenszyklus im Boden, der fiir sie nur der sekundire Standort ist. Eine 
deutliche Vorliebe fiir Wald zeigte sich bei fast allen Penicillien und 
Mucorineen, auch bei Trichoderma. In Feldbéden gediehen gern Fusarien, 
Acremonium und Aspergillus terreus. Auf der anderen Seite zeigten 
Acauliwm und Monilia eine ganz deutliche Vorliebe fiir Mergel, Ce- 
phalotaecium und Penicillium fiir Sandstein. 


In einer zweiten Versuchsreihe wurde der EinfluB verschiedener kiuf- 
licher Diingemittel auf die Wachstumsintensitat derselben Pilze unter- 
sucht. Dabei wurde Brunnenwasser benutzt, mit 0,2% igen Lésungen der 
folgenden Diingemittel im Boden: Thomasmehl, Superphosphat, Kalk- 
stickstoff, Ammoniak und Albertsdiinger. Die Zugabe dieser Diinge- 
mittel wirkte verschieden auf das Wachstum der einzelnen Arten, bei 
einigen wurde dieses geringfiigig gesteigert oder gehemmt, bei andern 
nicht verandert. Es lie& sich auch keine spezifische Wirkung eines be- 
stimmten Diingemittels feststellen. Die hiufige Diingung der Felder kann 
also nicht der Grund fiir das Fernbleiben einzelner Arten sein, Eher 
lieBe sich daran denken, daB dem hiufigen Umgraben ein gewisser 
Kinflu8 zukommt, wobei immer wieder die gebildete Capillarstruktur 
gestort wird. 


III, Okologische Betrachtungen. 


Jeder Organismus ist in seinen LebensiuBerungen sehr stark von den Kinfliissen 
einer Umwelt abhingig. Diese lassen sich in einen klimatischen, edaphischen und 
biotischen Faktor gliedern. Doch sind diese drei nicht scharf voneinander abtrenn- 
bar: Das Klima wirkt sehr stark auf die edaphischen Faktoren und auch auf die 
biotischen ein; diese werden wiederum durch die edaphischen beeinfluBt. So tritt 
jede dkologische Gegebenheit auch mit allen iibrigen in Wechselwirkung. 


a) Klimatische Faktoren. 


Das durch die geographische Lage und die meteorologischen Verhialtnisse be- 
dingte Klima iibt keinen sehr groBen Einflu8 auf die Zusammensetzung der Pilzflora 
eines kleineren Gebietes aus. Erst ein Vergleich der Arten von Schimmelpilzen, die 
in verschiedenen Lindern isoliert wurden, zeigt die klimatische Abhangigkeit des 
Vorkommens von Pilzen deutlich. So nimmt die Gattung Penicillium nach Siiden zu 
an Arten und Individuen ab, Aspergillus dagegen zu. Auch die Zahl der Mucorineae 
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nimmt in Ruropa von Norden nach Siiden ab. Solchen Zusammenhangen konnte 
natiirlich bei dem kleinen Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nachgegangen 
werden. 

GroBeren Kinflu8 auf die Zusammensetzung der Pilzgemeinschaften besitzt das 
Mikroklima, das nach JANKE (1934) in den bodennahen Luftschichten herrscht. Er 
--nennt es Kleinklima und reserviert den in der Meteorologie in diesem Sinne ge- 
brauchten Begriff Mikroklima fiir die Verhaltnisse in den Bodencapillaren. Das 
Mikroklima ist in erster Linie von der Art der Pflanzenbedeckung abhangig. Baum- 
bewuchs schafft gleichmaBige Temperatur- und Feuchtigkeitsverhaltnisse im Boden, 
- die sich dem Optimum des Pilzwachstums etwas annaihern. Unbewachsener Boden 
dagegen besitzt auf allen Gebieten des Klimas ausgepragtere Extreme. Die obersten 
Bodenschichten trocknen stark aus und erhitzen sich starker, als dem Pilzwachstum 
zutraglich ist. Daher nimmt in solchen Béden, im Gegensatz zu bewachsenen, die 
eine konstante Abnahme der Keimzahl mit der Tiefe zeigen, die Keimzahl zuerst zu. 
Die optimalen Bedingungen, die aber hier schon etwas ungiinstiger liegen, werden 
dabei erst in einer gewissen Tiefe erreicht, wo die Austrocknung und Erhitzung 
nicht mehr so stark, der Sauerstoffmangel dagegen noch nicht fiihlbar ist. Von hier 
aus nimmt die Keimzahl dann auch rasch mit der weiteren Tiefe ab. 

Der gréBte Einflu8 des Klimas auf die Mikroorganismen ist indirekter Natur. Es 
griff in der Vergangenheit und auch heute noch sehr stark gestaltend in die Boden- 
bildung ein und schuf damit die Umwelt fiir die Bodenorganismen. Das Klima 
arbeitet mit an der Ausbildung der Oberflache des Bodens und auch an der Struktur 
der Capillarraume, in denen die Wasser- und Sauerstoffzirkulation stattfindet. 

Die Exposition tibt auf die Mikroorganismen nur indirekt tiber ihre Auswirkung 
als Warme und Feuchtigkeit einen Hinflu8 aus. 

Die vom Klima herriihrenden ékologischen Einfliisse zeigen also besonders deut- 
lich einen Zusammenhang mit dem Boden und ebenso auch die edaphischen Faktoren 
mit dem Klima. 


Tabelle 3. Vorkommen (relative Haufigkeit) in verschiedener Meereshohe. 


800— 1400— 1700— 2000— 2200— 2400— 

1400 m 1700 m 2000 m 2200 m 2400 m 2656 m 
ere ray SRT iibiek wee sk Pee eS ee ee 
Mucor . ; 1,0 0,75 1,0 0,75 0,25 — 
Rhizopus. . . os — = — he LS 
Penicillium. . 1,0 1,0 1,25 1,0 1,5 1,0 
Cladosporum . ~ — — a5 = = 
Cephalosporium — — + — — oo 
Trichoderma . 0,5 + — oe ae a 
Verticillium. . 0,75 a + ate — = 
Cephalothecvum — — — — + ae 
Fusarium (25e Lo ies 1,25 + + 


Die Isolierungen aus der Oberstdorfer Umgebung wurden dazu be- 
nutzt, zu untersuchen, ob eine Abhangigkeit des Schimmelpilzvor- 
kommens von der Meereshohe festzustellen ist. Diese wirkt vor allem 
durch das veriinderte Klima auslesend. Solchen Zusammenhingen konnte 
naturgeméB8 in der Stuttgarter Umgebung mit ihren viel zu geringen 
Héhenunterschieden nicht nachgegangen werden. Um vergleichbare 
Werte iiber die Haufigkeit des Auftretens in den nicht immer in gleicher 
Zahl entnommenen Bodenproben zu besitzen, ist in Tab. 3 die relative 
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Haufigkeit eingetragen, die sich aus der Zahl der isolierten Schimmel- 
pilze, dividiert durch die Zahl der Erdproben, ergab. Ein einmaliger Fund 
einer Art wurde nicht in dieser relativen Haufigkeit angegeben, sondern 
nur durch ein Kreuz bezeichnet. Der geologische Untergrund und die 
Bestandsflora sind in den einzelnen aufgestellten Spalten wechselnd, so 
daf ihr Kinflu8 dabei keine groBe Rolle spielen kann. Um eine Abhingig- 
keit des Auftretens einzelner Arten festzustellen, war die Zahl der 
Isolierungen viel zu gering, die Gattungen konnten damit aber erfaBt 
werden. 

Die meisten Pilzgattungen zeigten eine deutliche Abnahme der 
Individuenzahl mit der steigenden Hohe. Besonders ausgeprigt tritt dies 
bei Mucor, Verticilliwm und Fusarium hervor; auch Trichoderma und 
Cladosporium traten nur an den am tiefsten gelegenen Stellen auf. Bei 
Penicillium fehlte eine deutliche Reaktion der Zahl auf die Meereshéhe 
vollstindig. Cephalothecitum dagegen ist wohl an die hdéheren Lagen 
gebunden, es trat auf zwei Berggipfeln auf. Sichere Angaben kénnen 
jedoch immer nur fiir die besonders haufig auftretenden Arten und 
Gattungen gemacht werden. 


b) Edaphische Faktoren. 


In normalen Béden, die nur selten die optimalen Bedingungen zeigen, treten die 
Pilze wohl vor allem in Form ihrer Dauerzustande auf, wie KUBIENA (1932) durch 
direkte mikroskopische Untersuchungen zeigen konnte. Sobald sich geniigend 
Feuchtigkeit und giinstige Temperatur einstellt, beginnen die Sporen und Conidienzu 
keimen; die n6tigen Nahrstoffe sind in unseren Breiten normalerweise vorhanden. 
Der wichtigste Faktor fiir den Beginn der vegetativen Phase ist dabei die relative 
Dampfspannung im Boden. Schimmelpilze gedeihen nach HEINTZELER (1939), wenn 
die Hydratur des Substrates 85% iiberschreitet. Die aeroben Schimmelpilze wachsen 
nur in der Nahe der Bodenoberflache oder noch lieber in Bodenhohlraumen (giinsti- 
gere Hydratur) der oberen Schichten; dabei kénnen kleinere anaerobe Bezirke, so 


etwa wassergefiillte Capillaren, besonders wenn diese noch nahrstoffreich sind, auch 
durchwachsen werden. 


Der Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf das Vorkommen der 
Pilze ist bekanntlich ziemlich groB. Ganz allgemein gilt, daB in saurer 
Umgebung die Pilze, in neutraler oder leicht alkalischer dagegen die 
Bakterien iiberwiegen. Der Sauregrad des Bodens hiilt sich fast immer in 
einem pu-Bereich, der fiir Pilzwachstum gunstig ist. So stark alkalische 
Boden, dafs die Schimmelpilze zuriickgedringt wiirden, treten in dem 
untersuchten Gebiet nicht auf. Bei Zygorhynchus, Absidia, Trichoderma, 
Cephalosporium und Verticillium lieB sich eine gewisse Vorliebe fiir héhere 
Siiuregrade feststellen. Cunninghamella und Monilia bevorzugten ein 
etwas stiirker dem Neutralpunkt genihertes pu. Die in der Natur am 
weitesten verbreiteten Arten Mucor, Penicillium und Fusarium zeigten 
keine so enge Abhiingigkeit; darauf beruht wohl auch ihre groBe Ver- 
breitung in den verschiedenartigsten Béden. 


~ 
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Die Mikroorganismen zeigen in ihrem Vorkommen eine gewisse Ab- 
hangigkeit vom geologischen Untergrund; zwar nicht so eindeutig, daB 
einzelne Arten auf einem bestimmten Boden gar nicht vorkommen, doch 
gewisse Vorlieben lassen sich feststellen. Die meisten Gattungen zeigten 
eine, wenn auch teilweise nur geringe Vorliebe fiir den Sandstein. Dies 
hat wahrscheinlich seinen Grund in dem fiir Pilze zusagenderen py; am 
deutlichsten tritt dies bei Mucor, Absidia, Aspergillus, Penicillium und 
Cladosporium hervor. GroBere Haufigkeit im Mergel zeigte Cunning- 
hamella, die bei unseren Isolierungen ganz auf diesen beschriinkt blieb. Die 
aus dem Boden isolierten Arten sind nicht immer reine Bodenpilze, fiir 
einige ist der Boden nur sekundarer Standort, in dem sie nur einen Teil 
ihres Lebenszyklus verbringen. Meist sind es dann die Dauerformen, die 
im Boden vorliegen. Diese keimen, im Gegensatz zu echten Bodenpilzen, 
auch bei giinstiger Hydratur nur selten aus. Erst wenn sie durch Zufall 
auf das ihnen zusagende Substrat gelangen (hier der Nahrboden der Roh- 
kultur), erwachen sie wieder zu aktiver Lebenstatigk2it. 


c) Biotische Faktoren. 


Die Gemeinschaften der Mikroorganismen stehen in einem gewissen 
Zusammenhang mit der Bestandsflora von héheren Pflanzen. Dabei darf 
aber nicht an einen ganz direkten Zusammenhang gedacht werden, dab 
also eine bestimmte Pflanze immer mit bestimmten Mikroorganismen 
gemeinsam vorkaime. Aber einzelne Gattungen und Arten zeigen eine 
gewisse Vorliebe fiir Gemeinschaften von hdheren Pflanzen. Vielleicht 
spielen aber dabei die physikalischen Beeinflussungen durch die Flora 
eine groBere Rolle, so etwa durch ihre Beschattung. Hine deutliche 
Bevorzugung des Waldes lieB sich fiir Mucor, Absidia und Penicillium 
feststellen. Aspergillus und Fusarium dagegen sind in offenem Gelande, 
besonders Feldern und Wiesen, sehr hiufig; Fusarium ist tiberhaupt die 
weitaus am haufigsten aufgetretene Gattung. Dies hingt vielleicht damit 
zusammen, da ein Teil der Arten dieser Gattung deutlich pflanzen- 
pathogene Wirkungen zeigt und die Kulturpflanzen anfialliger gegen sie 
sind als die wilden Pflanzen; denn im Odland sind sie viel seltener, 
obwohl dort die ékologischen Verhiltnisse ganz ahnlich sind wie auf dem 
angebauten Gelinde. Auch Trichoderma trat in Ackerbéden etwas hiau- 
figer auf, als in den iibrigen; im Wald dagegen ausgesprochen selten, 
obwohl sie séureliebend sein soll. 

Die Wirkung von Pilzen auf Bakterien und wmgekehrt ist ein Kampt um 
den Lebensraum. Die am leichtesten zuginglichen Nihrstoffe werden von 
beiden abgebaut. Die mit Hilfe von verschiedenen Testen untersuchte 
antibiotische Wirkung von Pilzen auf pathogene Bakterien spielt auch in 
der Praxis eine groBe Rolle. Hier soll aber nicht die antibiotische Wirk- 
samkeit gegen die allgemein gepriiften Testorganismen (Staphylococcus 
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aureus, Escherichia coli und Bacillus mesentericus) untersucht werden, 
sondern das Verhalten der Pilze gegen Bakterien, mit denen sie in ihrer 
natiirlichen Umwelt,dem Boden, zusammenleben. Die Teste wurden als 
Strichtest nach FLemine (1946) durchgefiihrt. 


Tabelle 4. HinfluB von Schimmelpilzen auf 5 nicht bestimmte Bodenbakterien. 


— = Abtétung des Bakteriums beim Uberwachsen. 
+ = Keine Hemmung des Bakteriums, es wachst unter der Pilzdecke schwach 
weiter. 


Hemmzone in mm angegeben. 
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Die Hemmwirkung (Tab. 4) war bei einzelnen Arten sehr ausgepragt 
(Penicillium, Trichoderma und | einzelne Fusariumarten; bei den 
Penicilliumarten der Gruppe Fasciculata Penicillium expansum, P. 
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corymbiferum und P. luteo-viride zeigten sich besonders starke Hemm- 
wirkungen). Die Mucorineae dagegen bilden gar keine Hemmzone aus. 

Pilze konnen ihre Hemmwirkung nun nicht nur auf Bakterien ausiiben, 
ihre Antibiotica sind vielmehr auch gegen andere Pilze wirksam. Neben 
der chemischen Bekimpfung durch antibiotische Stoffe ist eine zweite 
Art der Ausschaltung von Rivalen unter den Pilzen vielleicht noch 
weiter verbreitet, nimlich die Uberwachsung des anderen. Dieses Uber- 
wuchern war in unseren eigenen Versuchen vor allem bei Arten verbreitet, 
denen die Fahigkeit abgeht, antibiotische Stoffe abzuscheiden. Bei einigen 
Arten der Gattung Fusarium sind diese beiden Prinzipien kombiniert. 
Es sind im groBen und ganzen dieselben Gattungen, die Hemmung gegen 
andere Pilze wie auch gegen Bakterien zeigen (Aspergillus, Penicillium, 
Trichoderma, Verticillium, einige Fusarien). 

Die einzelnen 6kologischen Faktoren wirken auf die Schimmelpilze, 


_ und natiirlich auch auf alle anderen Lebewesen, zu gleicher Zeit ein. 


Keiner ist von so dominierendem EinfluB, da er die Art und die Zahl der 
Keime eindeutig in einer bestimmten Richtung beeinflussen kénnte. Die 
einzelnen Faktoren konnen sich in ihrer Wirkung auch gegenseitig iiber- 
lagern oder sogar aufheben, so da es schwer ist, sie einzeln festzustellen. 


Zusammenfassung. 

Aus Sandstein- und Mergelbéden der Stuttgarter Umgebung, zum 
Vergleich auch aus Jurakalk und alpinen Boden des Allgius wurden 
21 Gattungen mit 71 Arten von Schimmelpilzen in 527 Stimmen isoliert 
und, soweit es méglich war, bis zur Art bestimmt. Neue Arten wurden 
dabei nicht aufgestellt. Eine Art der Gattung Cephalosporiwm konnte mit 
Hilfe der zur Verfiigung stehenden Literatur nicht identifiziert werden; 
von einer Neubenennung wurde aber Abstand genommen, da diese Art 
trotzdem wahrscheinlich schon bekannt ist. 

Es wurde untersucht, welchen Anteil die Pilze an der Riickfithrung der 
pflanzlichen Substanzen in den allgemeinen Kreislauf der Stoffe haben. 
Auf Pflanzenteilen wuchsen fast alle Schimmelpilzarten; fiir einige rein 
pflanzliche Substanzen, namlich Tannin, Cellulose, Pectin und Harnstoff 
zeigten sich einige Pilzarten besonders angepafit, andere waren nicht so 
stark spezialisiert. Die abbauende Wirkung der Pilze ist nicht so intensiv 
wie die der Bakterien; eine ganz rasche Zersetzung des Substrates tritt 
selten ein. Die Tatigkeit der Pilze in der Natur ist wohl vor allem wichtig 
zum AufschluB der schwer zersetzbaren Substanzen. 

Die Versuche iiber das Wachstum auf sterilem Boden ergaben, dal die 
Pilze auch auf anderen Béden, als denen, aus denen sie isoliert wurden, 
gedeihen kénnen, und zwar teils besser, teils schlechter als auf ihrem Ur- 
sprungsboden. Hine ganz enge Anpassung an eine bestimmte Bodenart 


besteht also nicht. 
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Die dkologischen Faktoren beeinflussen die Zusammensetzung der 
Schimmelpilzflora kaum so stark, daB sich deutliche Abhangigkeiten 
zeigen, sie tiberlagern sich teilweise gegenseitig. Einigermafen deutlich 
war eine Abhangigkeit von der Bestandsflora, von der Meereshéhe und 
vom pu festzustellen. 

Antagonismus gegen nicht bestimmte Bodenbakterien und gegen die 
Pilze des Bodens wurde gepriift. Es fiel dabei auf, daB sehr viele Arten der 
isolierten Schimmelpilze in geringem Mafe antagonistisch wirken; eine so 
starke Wirksamkeit, daB sie praktisch ausnutzbar ware, konnte aber 
nirgends festgestellt werden. 
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Beitrag zur Kenntnis des Acroleins in Obstbriinden, 
Maischen und Mosten. 
2. Mitteilung. 


Isolierung acroleinbildender Mikroorganismen-: und Erzeugung von 
Acrolein dureh die gewonnenen Reinkulturen. 


Von 
G. WILHARM und G. Houz. 


(Hingegangen am 23. Januar 1950.) 


Acrolein, ein ungesiattigter Aldehyd (CH, : CH - CHO), dessen gelegent- 
liches Vorkommen in alkoholischen Getrainken schon seit langem bekannt 
ist, macht sich durch einen stark zu Tranen reizenden Geruch bemerkbar. 
Gleichzeitig verleiht er dem Branntwein einen an Meerrettich erinnernden 
Geschmack. Beim Abbrennen von Obstmosten und Maischen kann unter 
Umstanden der Geruch so stark werden, daB er den Brenner zum Ver- 
lassen der Betriebsriume zwingt. 


E. Vorsenet (1918) hat in einer Reihe von Arbeiten Acrolein als Ursache fiir das 
Bitterwerden von Burgunderweinen erkannt. [hm gelang auch die Isolierung eines 
fakultativ aeroben Mikroorganismus, den er Bacillus amaracrylus nannte. Dieser 
Bacillus soll der T'yphus-Coligruppe angehodren, jedoch nicht pathogen sein und 
Glycerin durch Wasserentzug zerst6ren (LEHMANN-NEUMANN, 1927). 

F. B. Humpnreys (1924) berichtet iiber die Bildung von Acrolein aus Glycerin 
durch Bac. Welchit. Spater haben WARCOLLIER u. Mitarb. (1932, 1934) in Apfel- und 
Birnenweinen sowie den daraus hergestellten Branntweinen bedeutende Mengen 
Acrolein gefunden und ein den Essigbakterien ahnliches Stabchen, jedoch von 
unregelmaBigerer Gestalt, isolieren konnen. Um bereits das Auftreten von Acrolein 
zu vermeiden, schlugen sie griindliches Waschen des zu verwendenden Obstes zur 
Befreiung von anhaftender Erde, sowie sterile Behandlung des gewonnenen Saftes 
vor und warnen weiterhin vor einer schleppenden Garung. 

In neuerer Zeit berichten H. Reynoups u. Mitarb. (1939) iiber das Vorkommen 
von Acrolein als Zwischenprodukt der Glyceringérung, hervorgerufen durch 
Bakterien der Coli-Aerogenesgruppe. 

An Hand der Analyseneingange unseres Institutes konnten wir feststellen, daB in 
jedem Jahre betrachtliche Mengen acroleinhaltiger Obstmoste und -brande erzeugt 
werden. Wir konnten auch das Auftreten von Acrolein in Branntweinen aus Trestern, 
Kernobstmaischen, unreifem Obst, in einzelnen Fallen auch in solchem aus 
Riiben, Himbeersaft und Topinamburknollen beobachten. Im Jahre 1947 war der 
Eingang an acroleinhaltigen Obstbranntweinproben und diesbeziiglichen Anfragen 
besonders groB, so da8 wir uns zu umfangreichen Untersuchungen tiber das gesamte 
Problem entschlossen. 


Der erste Teil unserer Arbeit fiihrte zu einer Klarung der Bindungs- 
verhialtnisse des Acroleins gegeniiber Alkohol und Wasser, woriiber wir an 
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anderer Stelle berichteten (HoLz u. WiLHARM, 1950). Wir fanden auch 
einen Weg zur Beseitigung des Acroleins aus Obstbranden, sowie eine 
Behandlungsweise fiir Obstmaischen und Moste zur Gewinnung eines 
acroleinfreien Branntweines. Leider bringt die von uns gefundene 
Methodik eine Minderung wertvoller Aromastoffe mit sich. Deswegen 
erschien es uns, schon aus wirtschaftlichen Griinden, dringend notwendig, 
die von anderen Autoren beschriebene bakterielle Bildungsweise 
auch unsererseits naher zu studieren und, wenn moglich, einen Weg zu 
finden, um das Auftreten des Acroleins durch vorbeugende Mainahmen 
zumindest einzudéimmen. 

Der von G. WARCOLLIER isolierte, den Essigstibchen ahnliche Mikro- 
organismus vermehrte sich nach seinen Angaben gut in gezuckertem 
Hefewasser vom px 6,5. Impft man diese vermehrten Bakterien in nicht 
gezuckertes, mit Glycerin versetztes saures Hefewasser vom px 6,5, so 
bildet sich nach 12 Tagen Acrolein. In alkalischem, nicht gezuckertem, 
jedoch mit Glycerin versetztem Hefewasser vom px 8,0, bildeten seine 
Bakterien ebenfalls Acrolein, wobei gleichzeitig eine px-Verschiebung 
nach der sauren Seite eintrat. In der Zusammenfassung seiner Arbeit 
bespricht nun WaARCOLLIER zwar die Bildung des Acroleins durch seine 
Bakterien bei px 6—8, gibt jedoch keine Erklarung, wie diese in natiir- 
lichem Apfel- oder Birnensaft (px etwa 3,6—4,0) zustande kommen 
soll. Eine gewisse Unklarheit entsteht auch dadurch, da8 er abwechselnd 
von ,,Bakterien“ und ,,Bacillen** spricht. Auch die wibrigen zitierten 
Autoren arbeiteten nicht mit natiirlichen Substraten. 


I. Experimenteller Teil. 


a) Ziichtung von Bacillus-Stamm I und IT sowie einige 
morphologische Daten. 


In Anlehnung an die Arbeiten WaRCOLLIERS versuchten wir nun, aus 
einer gréBeren Zahl von eingesandten Mosten, acroleinbildende Bakterien 
zu isolieren. 


Wir zentrifugierten die Moste und legten aus dem Bodensatz Platten an. Hierzu 
benutzten wir den von WaARCOLLIER angegebenen Nahrboden: 50 g Glucose, 0,25 g 
(NH4),50,, 0,25 ¢ K,HPO,, eine Spur MgSO,, 1000 cm* 10°%iges Hefewasser, 
2% Agar. 

ton einzelnen Bakterienkolonien wuchsen auf diesen Platten hauptsachlich 
Schimmelpilze, so dafs eine Isolierung, auch nach Anlegung gréBerer Verdiinnungen 
nicht gelang. Das morphologische Bild der Mikroorganismen lieB jedoch die Ver- 
mutung zu, daB es sich um Sporenbildner handeln kénne. Wir schwemmten daher 
die Platten mit sterilem Wasser ab und pasteurisierten die Abschwemmung 1/, Std 
bei 75° C. Hiervon wurden Verdiinnungen (1: 100—1: 100000) angelegt und die 
Platten bei 25° C bebriitet. 


Die Platten der Verdiinnungen 1: 10000 und 1 : 100000 lieBen 4 ver- 
schieden aussehende Kolonien deutlich erkennen: 1. Flache, weiBe 
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Kolonien, opalisierend und einen diinnen Film an der Oberflache bildend. 
2. Erhohte, glatte, glinzend-schleimige, undurchsichtige Kolonien. 
3. Kleine weiBe Kolonien in der Agarschicht liegend: 4. Flache weiBe 
Kolonien, opalisierend in der Agarschicht liegend. Nach mehreren 
Passagen unserer von den Platten gewonnenen Kulturen stellten wir 
fest, daB es sich nur um 2 Arten der Gattung Bacillus handelt, die sowohl 
aerob, wie anaerob zu wachsen vermogen. 

Es wurde weiterhin ermittelt, da die Organismen der unter 1. be- 
schriebenen Kolonien mit denen der Nr. 4 identisch sind. Desgleichen 
sind die unter Nr. 2 und Nr. 3 aufgefiihrten identisch. Wir werden diese 
beiden Arten im folgenden mit Stamm I und Stamm IT bezeichnen. 

Hs ist in diesem Zusammenhang bemerkenswert, daf auch alle iibrigen 
im weiteren Verlauf der Arbeit uns zur Untersuchung eingesandten 
acroleinhaltigen Moste und Maischen nur die oben _beschriebenen 
Bacillus-Arten enthielten. Sie scheinen also, zumindest im Gebiet 
Wirttemberg-Badens, die dominierenden zu sein. Daf neben diesen auch 
andere Mikroorganismen Acrolein als Stoffwechselprodukt zu bilden ver- 
mogen, soll nicht in Abrede gestellt werden. 

In Abwandlung der Methode Warcotuizrs, der als fliissigen Nahr- 
boden Hefe- oder Bohnenwasser verwendete, arbeiteten wir zunichst mit 
Apfelwein, spaiter mit Apfelsaft. Um festzustellen, ob unsere beiden 
Stamme Acroleinbildner sind, priiften wir sie wie folgt: Wir impften je 
100 cm? Apfelwein, dem wir 0,25 cm? Glycerin zusetzten und bei dem das 
po mit NaOH auf 8,0 eingestellt wurde, mit Stamm I und II. Nach 
15 tagiger Bebriitung bei 25° C hatte sich bei Stamm I das px auf 7,0 und 
bei Stamm II auf 7,4 verschoben. Im Destillat beider Ansatze konnte 
Acrolein nachgewiesen werden. 

Um in morphologischer Hinsicht einen gewissen Uberblick zu erhalten, 
priiften wir das Wachstum unserer beiden Staémme in Apfelwein, dem wir 
folgende Zusitze machten: 1. 100 em? Wein + 0,25 cm? Glycerin, ein- 
gestellt auf px 8,0. 2. 100 cm* Wein + 0,25 cm* Glycerin + 1 g Glucose, 
eingestellt auf px 6,0. 3. 100 cm? Wein + 0,25 cm? Glycerin + 1g 
Glucose, px unverandert = 3,6. Nach 24stiindiger Bebriitung bei 25° C 
wurde im hangenden Tropfen mikroskopiert und folgendes festgestellt: 

Stamm I bei px 8,0 und 6,0 . . . feine, bewegliche Stabchen, 
Stamm II bei px 8,0 und 6,0 . . . starke Stabchen, beweglich. 

Bei px 3,6 zeigten Stamm I und II kein Wachstum, da die eingeimpften 
Bazillen in dem sauren Milieu abstarben. Die Versuche mit unverander- 
tem Apfelwein wurden mehrfach wiederholt. Wir fanden aber nie vege- 
tative Zellen, auch Acrolein wurde nicht gebildet. 

Die Abtotungstemperatur der Sporen beider Stamme liegt bei 100° C. 
Nach Behandlung in strémendem Dampf wiihrend 10 min keimten beide 


Stiimme auf der Platte wieder aus. Bei einer Hinwirkung von 15 min 
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wurden beide abgetétet. Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 
37° C. In Apfelsaft (px auf 6,0 eihgestellt) iibertragene Sporen beider 
Stimme erzeugten nach 12—16 Std an der Oberflache kraftige Haut- 
bildung. Bei 25° C tritt Hautbildung nach etwa 2 Tagen und bei 10° C 
nach 8—10 Tagen auf. Die Arten vermégen aber auch noch bei tieferer 
Temperatur zu wachsen. Solange die Haut diinn ist, liegen die Organis- 
men einzeln oder hangen in kurzen Ketten aneinander, Mit fortschreiten- 
dem Alter kommt es, ahnlich wie beim Bac. subtilis, zur Zellketten- 
bildung und Verfilzung. Bereits nach 48 Std findet sich in den Zellen 
reichlich Volutin. Die Nahrlésung, auch alterer Kulturen, bleibt blank?. 


b) Versuche iiber Acroleinbildung. 

Durch die beschriebenen Vorversuche wird deutlich, daB eine bakterielle 
Bildungsweise des Acroleins durch unsere Bacillus-Arten bei px 6—8 
moglich ist. Wie die Vermehrung in natiirlichen Apfelsiften jedoch 
erfolgen soll, war uns zunichst unklar, zumal ihre Isolierung aus Mosten 
auf dem beschriebenen Nahrboden ohne weiteres gelang, nicht hingegen 
die Weiterziichtung in saurer Nahrlosung. Es ist demnach anzunehmen, 
daB die Bacillen im sauren Medium nicht heimisch sind. Wir vermuten, 
daB es sich um Sporenbildner aus Erde handelt, da sie namentlich bei der 
Verarbeitung von Fallobst in groBer Menge in dem Rohmaterial nach- 
weisbar sind. Durch die Tatsache, daf es Sporenbildner sind, gelangten 
wir zu folgender Auffassung der bakteriellen Bildungsweise : 

Die vegetativen Zellen sterben wihrend der Girung in dem sauren 
Milieu ab; die zu Boden sinkenden Sporen konnen nach beendeter Garung 
in dem Hefegelaiger wieder auskeimen, besonders dann, wenn durch 
lange Lagerung die Hefe zu autolysieren beginnt und dadurch einen 


giinstigen Nahrboden schafft. 

Umfragen in der Praxis ergaben, daB haiufig zum Abbrennen bestimmte Moste 
monatelang mit der Hefe bis zur weiteren Verarbeitung lagern. 

Um unseren Vermutungen eine experimentelle Stiitze zu geben, fiihrten 
wir eine grofe Anzahl von Versuchen durch. Aus dem sehr umfangreichen 
Untersuchungsmaterial werden in den Tab. 1—4 nur die fiir das Gesamt- 
problem besonders charakteristischen Versuche mitgeteilt. 

Fiir die einzelnen Ansitze verwendeten wir je 100 cm? Apfelsaft vom px 3,6 
aus unserer Institutsmosterei. Der Saft wurde 1/, Std bei 0,5 Atii sterilisiert. 
Die fiir die einzelnen Versuche verwendeten Stamme wurden zur Kraftigung von der 
Schragagar-Dauerkultur stets zunichst noch in Apfelsaft vom py 6,0 abgeimpft und 
bei 25 °C bebriitet. Nach erfolgter Vermehrung, die durch Hautbildung erkennbar 
ist, wurden wieder Schrigagarréhrchen angelegt und diese dann fiir die Versuchs- 
ansitze mit je 10 cm® sterilem Apfelsaft abgeschwemmt. Sollten nur Sporen zur 
Anwendung kommen, so wurde die Abschwemmung zur Abtétung der vegetativen 
Zellen nach UbergieBen in ein steriles Reagensréhrchen 1/, Std im Wasserbad bei 
80° C gehalten. 

1 Kine eingehende bakteriologische Bearbeitung der Stamme I und IT ist im. 
Gange und wird zu einem spiteren Zeitpunkt verdffentlicht werden. 
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Wir stellten den Apfelsaft nach der Beimpfung mit 1 cm? der oben angegebenen 
Abschwemmung mit vegetativen Zellen bzw. Sporen von Stamm I, Stamm II, oder 
einer Mischung derselben mit Weinhefe Laureiro zur Garung an. Die Temperatur 
wahrend der Garung betrug in allen Fallen 25° C. Nach 5—6 Tagen war der Apfel- 
saft bereits endvergoren, blieb jedoch zur Sicherheit stets 10 Tage bei 25° C stehen. 
_Danach wurden die Flaschen noch 20 Tage bei + 10° C gelagert. Die Kohlensaure 

wurde nicht herausgeschiittelt. Bei den Versuchen mit Glycerinzusatz (Merck, 
_ doppelt dest. reinst) wurden 0,25 em’ pro 100 cm? Apfelsaft zugefiigt. Da sich bei 
unseren kleinen Ansatzen (100 cm?) nur wenig Hefe bilden konnte, vermehrten wir 
in einer Versuchsreihe den Bodensatz durch Zugabe von Gelager. Wir bereiteten zu 
diesem Zweck ein Hefeautolysat nach SrockHAvsEN (1925), filtrierten das Autolysat 
ab, wuschen den Riickstand mehrmals mit Wasser aus und verwendeten ihn nach 
der Sterilisation als zusatzliches Gelager. Wir hofften, durch diese Vermehrung des 
Bodensatzes den Bacillen giinstigere Lebensbedingungen in dem sauren Apfelwein 
zu verschaffen. 


Tabelle 1. Acroleinbildung in Apfelsaft der Institutsmosterei mit und ohne Zusatz von 
_ Hefegelager und Glycerin nach 30 Tagen. Acroleinnachweis im Destillat mit NESSLERS 
Reagens. Acroleinmenge durch Anzahl Kreuze dargestellt. 


Nr. Versuchsanordnung | Mikroskopischer Befund Acroleingehalt 
1 Stamm I, vegetativ Zahlreiche Sporen, verein- 
+ Hefegeliger .. .. zelt vegetative Zellen zum 
Teil in Ketten ++ 
2 Stamm IT, vegetativ Zahlreiche Sporen, verein- 
+ Hefegelager .... | zelt vegetative Zellen zum 
Teil in Ketten 0 
3 Stamm I, Sporen Zahlreiche Sporen, verein- 
+ Hefegelager .... zelt vegetative Zellen zum 
Teil in Ketten (+) 
+ Stamm IT, Sporen Zahlreiche Sporen, verein- 
+ Hefegelager .... zelt vegetative Zellen zum 
Teil in Ketten 0 
5 Stamm I, vegetativ. . . Zahlreiche Sporen, verein- 
zelt vegetative Zellen +++ 
6 Stamm II, vegetativ . . Zahlreiche Sporen, ganz 
vereinzelt vegetative 
Zellen +/++ 
7 StammI,Sporen .. . Zahlreiche Sporen, keine 
vegetativen Zellen +++ 
8 Stamm II, Sporen.. . Zahlreiche Sporen, keine 
vegetativen Zellen + 
9 Stamm J, vegetativ Zahlreiche Sporen, keine 
-- Glycerin... .. - vegetativen Zellen (+) 
10 Stamm IT, vegetativ Zahlreiche Sporen, keine 
SarGlycerim . 4s..4))- 4) %: vegetativen Zellen + 


\ 
Die Proben wurden nach 30 Tagen mikroskopisch untersucht und dann ab- 


destilliert. Als Vorlage dienten 25 cm? MeBkélbchen. Den Acroleingehalt bestimmten 
28* 
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wir mit Nussters Reagens und differenzierten die Mengen nach dem Grad der 
Schwarzfarbung des Niederschlages mit 0—5 Kreuzen. Im Zweifelsfalle bewerteten 
wir den Acroleingehalt mit einem Kreuz in Klammern. Die mikroskopische Durch- 
musterung der einzelnen Proben war sehr zeitraubend und wenig befriedigend. 
Trotzdem wurde nicht darauf verzichtet, da uns das Aussehen der beiden Bacillus- 
Arten in dem ihnen nicht zusagenden sauren Milieu interessierte. Sie waren gegen- 
iiber den im alkalischen Apfelsaft geziichteten wesentlich schlanker und vielfach 
auch kiirzer. Eine Auswahl der Versuchsergebnisse veranschaulicht Tab. 1. 

Wie die Versuche 1—4 zeigen, bewirkte die kiinstliche Vermehrung des 
Bodensatzes keine Steigerung der Acroleinbildung. Die Héchstmenge 
wurde vielmehr bei den Versuchen 5—8 ohne Zusatz von Hefelager ge- 
funden. Auffallig ist, daB auch zusitzlich vermehrter Glyceringehalt 
(Vers. 9 u. 10) ohne nennenswerten EinfluB blieb. Wir haben durch 
diese Versuche den Beweis erbracht, da’, von zwei Ausnahmen ab- 
gesehen, mit unseren Stémmen Acroleinbildung auch im natiirlichen 
Apfelsaft zu erreichen ist. 


In weiteren Versuchsreihen wurde die Acroleinbildung in Apfelmaischen 
studiert. 100 g gemahlene Apfel wurden in 250 cm*-Kolben eingewogen und 1/, Std 
bei 0,5 Atii, genau wie der Apfelsaft, sterilisiert. Die Resultate einer dieser Reihen 


sind in Tab. 2 zusammengestellt. 


Tabelle 2. Acroleinbildung in Apfelmaischen nach 30 Tagen (NESSLERS Reagens). 


Nx; | Versuchsanordnung Mikroskopischer Befund | Acroleingehalt . 
Stamm I, vegetativ Zahlreiche Sporen on 
2 Stamm I, Sporen. Zahlreiche Sporen, verein- 
zelt verkiimmerte Zellen +++ 
3 Stamm IT, vegetativ . . Zahlreiche Sporen, verein- 
zelt verkiimmerte Zellen soot 
4 Stamm II, Sporen . Zahlreiche Sporen, verein- 
zelt verkiimmerte Zellen a 
5 Stamm I, vegetativ Zahlreiche Sporen, verein- 
(ohne Vergirung). . . zelt vegetative Zellen 0 
6 Stamm IT, vegetativ Zahlreiche Sporen, verein- 
(ohne Vergirung) . . . zelt vegetative Zellen zum 
Teil in Ketten ++++ 
ti Stamm I, Sporen Zahlreiche Sporen, verein- 
(ohne Vergirung) . . . zelt vegetative Zellen. (+) 
8 Stamm IT, Sporen Zahlreiche Sporen, verein- 
(ohne Vergiirung) . . . zelt vegetative Zellen zum 
Teil in Ketten +++4+ 
9 Stamm IT (py = 6,0, Sporen, verkiimmerte 
ohne Vergiirung) . . . Zellen -f + 


Ganz allgemein geht aus diesen Versuchen hervor, da’ Maischen 
anfilliger fiir die Infektion sind als Moste. Das liegt nach unseren Beob- 
achtungen vor allem daran, das die Bacillen in dem Apfelbrei nicht zu 
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Boden sinken, sondern sich an der Oberfliche gut vermehren kénnen. 
Auferdem dauert die Vergiirung durch die Hefe bei Maischen linger als 
bei den Mosten,so da8 bis zur Erreichung des Endvergiirungsgrades den 
Bacillen auch der Zucker linger als Nahrungsquelle zur Verfiigung 
steht. Bei Beimpfung mit Sporen vom Stamm I wurde eine bedeutend 
groBere Acroleinmenge gefunden als durch Zugabe von vegetativen 
Zellen, wihrend beim Stamm II auch die vegetativen die gleiche Acrolein- 
menge produzierten. Auch in weiteren Versuchen zeigte sich, daB Stamm I 
zwar wuchsfreudiger als Stamm II ist, jedoch stets weniger Acrolein 
liefert. Auffallend ist, da8 Stamm II in der Maische ohne Hefe-Giarung 
und auch ohne Glycerinzusatz eine erhebliche Acroleinmenge bildete und 
zwar sowohl durch Beimpfung mit vegetativen Zellen als auch mit 
Sporen, wahrend Stamm J als der schwachere Acroleinbildner nur durch 
Verimpfung von Sporen Acrolein in Spuren erzeugen konnte. Es lag daher 
die Vermutung nahe, da die Bacillen das Acrolein nicht nur aus dem 
Glycerin, sondern auch aus den sonstigen Nahrstoffen (Eiwei8 und 
Zucker) bilden konnen. Orientierende Versuche ergaben, daB sich die 
Organismen in Glucose, Pepton und Caseinlésungen zwar gut vermehrten, 
aber kein Acrolein bildeten, was allerdings kein Beweis ist, daB bei 
aerobem Wachstum unter dem Einflu8 von Sauerstoff und uns noch 
unbekannten Stoffen des natiirlichen Substrats ein Angriff auf die 
Glucose unméglich wire. Man kénnte daran denken, daB in die oxyda- 
tiven Vorgiinge Decarboxylierungen eingreifen und so allmahlich die 
Glucose zum Glycerin abgebaut wird. Es wiire auch moglich, daB unsere Or- 
ganismen befahigt sind, Glucose durch einen anoxybiontischen Spaltungs- 
vorgang tiber 2 Triosen in Glycerin zu verwandeln (BERNHAUER, 1932). 
Die groBe Anzahl von Reihenversuchen die wir durchfiihren muBten, 
um die verschiedensten EHinfliisse wie Temperatur, Anwendung von 
vegetativen Zellen oder Sporen, Verhalten der Bacillen in Mosten und 
Maischen, Wachstumsbedingungen und Acroleinbildungsvermégen in 
eiweiB- und glycerinhaltigem Ausgangsmaterial zu priifen, zwangen uns, 
mit kleinen Ansitzen zu arbeiten. Die aus 100 em? (bei Maischen 100 g) 
gewonnene Alkoholmenge betrug demzufolge nur etwa 5—6 g. Um diese 
quantitativ zu gewinnen, wurden bei den in den Tab. 1 und 2 wieder- 
gegebenen Versuchen 25 cm? und den jetzt folgenden 50 cm® abdestilliert. 
Bei geringen Acroleinmengen, die wir mit einem Kreuz oder mit einem 
Kreuz in Klammern angaben, machte die Differenzierung jedoch oft 
Schwierigkeiten. Es fiel uns auch auf, da8 bei den Versuchen ohne Ver- 
girung Nussters Reagens eine groBe Acroleinmenge anzeigte. Die Ein- 
fiihrung der von uns modifizierten Titrationsmethode nach TIEMANN? 


1 Die Beschreibung der modifizierten Methode ist zusammen mit weiteren rein 
chemischen Versuchen, als 3. Mitteilung in der Zeitschrift fiir Lebensmittelunter- 
suchung und -Forschung 92, 96 (1951) erschienen. 
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enthob uns der geschilderten Schwierigkeiten. In den Tab. 3 und 4 haben 
wir die Ergebnisse beider Methoden gegeniibergestellt. 


Tabelle 3. Acroleinbildung in laboratoriumsmapig gewonnenem A pfelsaft 
(ungeklart wnd geklart) mit und ohne Zusatz (Glycerin, Glucose). 


Destillation nach Lagerung von 


10 Tagen | 56 Tagen 
Nr. Versuchsanordnung 
Bestimmung durch 
Titration’ Titration! NESSLERS Reagens 
1 Stamm I, vegetativ. . . | 14 154 ++++-+ 
2 Stamm IT, vegetativ . . | 3 56 =e 
3 Stamm I + Glycerin 
vegetativienc it. ark 6 12 (+) 
4 Stamm IT + Glycerin 
VERObatiVics 6 Wi, oss os 6 14 0 
5 Stamm I + Glucose 
VERRY teeta tee 6 28 (+) 
6 Stamm IT + Glucose 
VOLO ball Voie: Galt kanes 14 14 (+) 
Rohsaft mit Gelatine geklart 
| Stamm I, vegetativ. . . 0 14 + 
8 Stamm II, vegetativ . . 0 98 a 
9 Stamm I + Glycerin 
VEPCtALL Vie Lee Tep tee owe im 0 28 + 
10 Stamm IT + Glycerin 
vegetative J bs 2 0 56 +/++ 
ll Stamm I + Glucose 
vegetative oad! . cdi. 0 84 +/++ 
12 Stamm IT + Glucose | 
vweretativicisd % sa. 0 84 f ++/+4++ 


1 mg pro Liter Most 


Wihrend wir zu den in Tab. 1 wiedergegebenen Versuchen Apfelsaft 
aus der Institutsmosterei verwendeten, stellten wir ihn jetzt durch 
Auspressen von Apfeln selbst her. Anla8 zu der Wahl dieses Aus- 
gangsmaterials gab uns der Hinweis WaRCOLLIERs (1934), da durch eine 
gute Klarung des Apfelsaftes das Aufkommen der Infektion verhindert 
oder in engen Grenzen gehalten werden kénnte. Wir fiihrten dies fiir 
einige Versuchsreihen, wie in der Praxis iiblich, mit Gelatine durch. Aus 
allen Ansitzen wurde nach einer Lagerzeit von 10 Tagen 50 cm? ver- 
gorener Saft steril entnommen und auf Acrolein untersucht. Hierbei 
zeigten die unbehandelten Ansitze durchweg Acrolein in wechselnden 
Mengen, wihrend die geklirten acroleinfrei waren. Nach einer weiteren 
Lagerzeit von 46 Tagen stieg die Acroleinmenge bei den unbehandelten 
Rohsiiften weiter an, aber auch die mit Gelatine behandelten zeigten 
jetzt Acrolein in der gleichen GroBenordnung. 
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Demnach scheint es méglich zu sein, durch Klarung, rasche Vergarung 
und Vermeidung einer Lagerung iiber der Hefe die Bildung von Acrolein 
zu verhindern, oder in maBigen Grenzen zu halten. 


Tabelle 4. Acroleinbildung in Apfelmaischen, nach 30 Tagen, 
qualitative und quantitative Bestimmung. 


Acroleingehalt 
Nr. Versuchsanordnung Mikroskopischer Befund 
Titration? NESSLERS Reagens 
1 |StammI ... . | Vereinzelt vegetative 
Zellen 140 + + 
2 |StammII... . | Vereinzelt- vegetative 
Zellen 112 +/+-+ 
3 |Stamm I (5 Tage Wenig vegetative 
Vorbebriitung) . Zellen, wenig Sporen 112 +/++ 
4 |StammII (5 Tage | Vereinzelt vegetative 
Vorbebriitung) Zellen 126 Se sec 
5 |Stamm I + IT Vereinzelt vegetative 
(5 Tage Vorbebrii- | Zellen, 
tung) ia. erSioee ahs wenig Sporen 126 +/--+ 
6 |Stamm I (ohne Zahlreiche vegetative 
Vergarung) . Zellen, 
zahlreiche Sporen 28 Seeie gicaieal 
7 |Stamm IT (ohne Zahlreiche vegetative 
Vergarung) . Zellen, 
zahlreiche Sporen 28 =e 
8 (Stamm I + Glucose| Zahlreiche vegetative 
(ohne Vergarung) Zellen zum Teil in 
Ketten, 
vereinzelt Sporen 28 aioe ate 
9 jStamm IT Zahlreiche vegetative 
-+- Glucose (ohne Zellen zum Teil in 
Vergarung) . Ketten, 
vereinzelt Sporen 56 ++ arate 
10 |Stamm I (ohne Zahlreiche vegetative 
Vergarung pp 6,0) | Zellen, 
zahlreiche Sporen 70 Saat Bip 
11 |Stamm II (ohne Zahlreiche vegetative 
Vergarung px 6,0) | Zellen, 
zahlreiche Sporen 98 =i enea 


1 mg/kg Maische. 


Tab. 4 stellt teilweise eine Wiederholung der in Tab. 2 wiedergegebenen 
Versuche dar, jedoch mit dem Unterschied, da jetzt das Acrolein 
qualitativ und quantitativ bestimmt wurde. Alle Ansitze wurden nur mit 
Sporen beimpft. Bemerkenswert ist, da® eine Vorbebriitung auf die 
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Acroleinbildung ohne nennenswerten EinfluB blieb. Wir schalteten diese : 
ein, weil wir bei den Maischeversuchen ein gutes Oberflichenwachstum | 
beobachteten. Auch war, wie die Versuche 5—9 der Tab. 2 zeigen, , 
Acrolein ohne Vergarung entstanden. Durch die Vorbebriitung sollte der | 
Kinflu8 einer schleppenden Giarung nachgeahmt werden. Die ent- 
sprechenden, mit den Sporen beimpften Ansa&tze wurden erst nach | 
5tagiger Bebriitung bei 25°C mit Hefe angestellt. Bei den Versuchen | 
ohne Vergirung erbrachte die zusitzliche Zuckergabe bei Stamm II eine | 
Erhohung der Acroleinmenge auf das Doppelte. Bei den Versuchen der 
Nr. 10 und 11 wird deutlich, daB die Baci.len ein neutrales Medium 
bevorzugen. 

Ein Orientierungs-Versuch sollte den Einflu8 des Kaliumpyro- 
sulfits klaren, das als Desinfektionsmittel in der Brennerei-Praxis 
Verwendung findet. Es wird auch bis zu einer Héchstmenge von 200 mg 
SO,/Liter als Vorbeugungsmittel gegen unerwiinschten Bakterienbefall 
empfohlen und den Saften direkt zugesetzt. Der Eintritt der Garung wird 
hierdurch allerdings um etwa 4 Tage verzégert. Eine Beeintrachtigung 
des Acroleinbildungsvermégens unserer Stimme I und II trat bei Ver- 
wendung in oben angegebener Konzentration jedoch nicht ein. 


II. Auswertung unserer quantitativen Acroleinbestimmungen. 

Wie aus den Tab. 3 und 4 ersichtlich, schwanken die mit unseren Rein- 
kulturen erzeugten Acroleinmengen zwischen 12 und 154 mg/Liter. Zahl- 
reiche Untersuchungen uns eingesandter Moste ergaben Gehalte von 
28—168 mg/Liter. WaRcoLireR (1932) gibt fiir 2 Apfelweine 50 und 
100 mg, fiir 1 Birnenwein 120 mg/Liter an. Unsere Werte liegen also in 
der gleichen GréBenordnung. 


Uns zur Begutachtung eingesandte Branntweinproben enthielten 
zwischen 1,12 und 2,60 g/Liter. WaRcOLLIER gibt als Héchstmenge 
1,03 g/Liter an. Um festzustellen, ob der bei unseren Versuchen sehr 
verdiinnt gewonnene Alkohol bei Konzentration auf Trinkstarke 
(40 Vol%) die Werte der Praxis erreicht, verfuhren wir wie folgt: 
63 Destillate von Mostversuchen zu je 30 em3 wurden vereinigt und durch 
zweimalige Destillation auf ein Volumen von 50 cm? konzentriert. Es 
resultierte ein Branntwein von 38,3 Vol %- Die titrimetrische Be- 
stimmung ergab einen Acroleingehalt von 1,45 g/Liter auf 40 Vol% igen 
Alkohol berechnet. Von den Maischeversuchen wurden 23 Proben zu je 
25 cm® auf 33,6 Vol% Alkohol konzentriert. Dieser enthielt 1,65 g/Liter, 
wieder auf 40 Vol% igen Alkohol berechnet. 


Mit diesen Werten kommen wir den durchschnittlichen, von uns fest- 
gestellten Acroleinmengen der Praxis nahe und liegen oberhalb der 
von WARCOLLIER mitgeteilten Daten. 
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Ill. Zusammenfassung. 


Es gelang, aus Mosten der Praxis 2 Bacillus-Arten zu isolieren, die 
unter natitirlichen Bedingungen (px 3—4) Acrolein zu erzeugen ver- 
mogen. 

Die Versuche wurden sowohl mit Apfelsaft als auch mit Apfelmaische 
durchgefiihrt. Bei aerobem Wachstum wurde Acrolein auch ohne Garung 
gebildet. 

Neben dem qualitativen Nachweis des Acroleins mit NrSSLERS 
Reagens wurde die TremMannsche Methode zur Aldehydbestimmung sinn- 
gemaB zur quantitativen Acroleinbestimmung angewandt. Die durch die 
isolierten Organismen erzeugten Acroleinmengen liegen innerhalb der in 
der Praxis vorkommenden Grenzwerte. 

Eine Bekimpfung der Infektion im praktischen Betrieb ist beschrankt 
moglich. Sofortiges Abziehen der vergorenen Safte von der Hefe kann die 
. Acroleinbildung in gewissen Grenzen halten. Maischen miissen nach 
beendeter Garung sofort weiterverarbeitet werden. 

Die Arbeiten werden fortgesetzt. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster i. W.) 


Nitrosomonas oligocarbogenes, — 
ein obligat autotrophes Nitritbakterium. 


Von 
H. BOMEKE. 


Mit 7 Tabellen und 2 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 17. Februar 1950.) 


Die Nitritbakterien vermégen bekanntlich wie die griinen Pflanzen autotroph 
zu leben. Die zur Reduktion des CO, erforderliche Energie schépfen sie aus der 
Oxydation von NH} zu NO;. Bereits 1939 wies ich darauf hin, daB das Verhalt- 
nis des dabei oxydierten Stickstoffs zum reduzierten Kohlenstoff von den verschie- 
denen Autoren verschieden hoch angegeben wird. WinoaRapsky (1906) fand be- 
kanntlich ein N/C-Verhaltnis von 35/1; Mryrrnor (1917), der mit dem Bakterien- 
stamm von WINOGRADSKY arbeitete, bestatigte die Angaben des russischen For- 
schers. ENGEL (1929) analysierte den von Hrvustxr (1929) in Reinkultur gebrach- 
ten Nitrosomonas-Stamm und fand rund die Halfte an Kohlenstoff, d.h. auf 
70—80 Gewichtsteile oxydierten Stickstoffs entfiel erst 1 Teil reduzierten Kohlen- 
stoffs. Netson (1931) dagegen fand schon auf 14,3 Teile oxydierten Stickstoffs 
1 Teil reduzierten Kohlenstoff. Hes (1937) priifte den von Botrsxs (1935) isolierten 
Nitritbildner und bestatigte wiederum die Angaben WrnoGRADSKys und Mrynr- 
HOFSs, indem er auch annahernd 35/1 fand. 

Die Angaben schwanken also betriachtlich. Was ist nun von diesen 
Werten zu halten? Sind etwa methodische Fehler bei der Anzucht der 
Bakterien oder wiihrend der C-Analyse unterlaufen ? Hat NELson mit 
unreinen Kulturen gearbeitet, weil er mehr Kohlenstoff fand ? Oder sind 
Bakterien untersucht worden, die auf der Grundlage gleicher Stickstoff- 
mengen verschiedene Mengen Kohlendioxyd reduzieren? Alle diese 
Fragen lassen sich theoretisch schwer beantworten; so glaubte z. B. 
MorueEs (1930), WinoaRADsKy kénnte vielleicht, als er seine C-Be- 
stimmungen ausfiihrte, den Nitratbildner noch nicht véllig vom Nitrit- — 
bildner getrennt haben; dadurch hatte er vielleicht zuviel Kohlenstoff 
in seinen Analysen gefunden. Doch diirfte sich dann, wie Ena@Et (1931) 
ganz richtig bemerkt, das N/O-Verhiiltnis nicht so sehr ver schieben, weil 
das N/C-Verhiltnis des Nitratbildners nach Mryeruor nur 135/1 ist. 
Auf Grund meiner Untersuchungen von 1939 spricht ENGEL (1941) die 
Vermutung aus, durch dissimilatorische Vorgiinge in der Zelle kénnten 
vielleicht gewisse Mengen Kohlenstoff durch CO,-Abgabe verlorengehen. 
In der Tat fanden Mryrruor und auch Hzs in jungen Kulturen bei der 
Oxydation gleicher Mengen Stickstoff mehr Kohlenstoff als in alten. 
Doch sind die C-Verluste so gering, da sie die beobachteten Unstimmig- 
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keiten nicht beseitigen kénnen. Denn infolge des auBergewohnlich tragen 
Stoffwechsels dieser Bakterien diirfte selbst nach einem Jahr Hungerns 
nicht die Halfte des Kohlenstoffs veratmet sein. Durch den glicklichen 
Umstand, gleichzeitig im Besitz zweier Reinkulturen von Nitritbakterien 
zu sein, gelang es mir, dieses Problem zu lésen. Es zeigte sich namlich, 
daB das verschiedene N/C-Verhaltnis auf das Vorkommen verschiedener 
Arten von Nitritbakterien zuriickgefiihrt werden kann. 


I. Untersuchungsmethoden. 


Urspriinglich versuchte ich die Bakterien in Nahrlésung mit dest. Wasser zu 
kultivieren. Da aber die Nitrifikation in diesen Nahrlésungen haufig schlecht 


Lauge Saure 


Abb. 1. Apparatur zur Bestimmung des Kohlenstoffs. Erliuterungen im Text. 


verlief, sah ich mich gezwungen, Leitungswasser zu verwenden. Die Nahrsalze 
waren die gleichen, wie ich sie 1948 angegeben habe. Von der Nitrifikationsnahr- 
lésung wurde in einer grofen Flasche stets so viel hergestellt, wie fiir eine Versuchs- 
serie bendtigt wurde, damit jede Kultur Nahrlosung von absolut gleicher Kon- 
zentration mit gleichem C-Blindwert bekam. Von der Nahrlésung jeder Serie 
wurden 300—900 cm fiir die Bestimmung des C-Blindwertes verwendet. 

Als AnzuchtgefiBe dienten gewohnliche 750 bzw. 1000 cm? ERLENMEYER- 
Kolben aus Jenaer Glas. Ich fiillte sie mit 150 bzw. 250 cm? Nahrlésung und ver- 
schloB sie mit einem festen Stopfen aus Glaswolle, tiber die zum Schutz gegen 
Staub und Infektion ein passendes Becherglas gestiilpt wurde. Fremdinfektion 
trat auBerst selten ein. 

Die Beimpfung erfolgte stets mit einer Platinése aus jungen ausnitrifizierten 
Kulturen, die in kleinen Ertenmryeir-Kolbchen in geniigender Anzahl vorratig 
gehalten wurden. Diese Reinkulturen standen standig unter der Kontrolle des 
Hefewasser- und Bouillontestes. In gewissen Zeitabstanden wurden sie auch auf 
festen Nahrbéden und mikroskopisch auf Reinheit untersucht. 

Zur Priifung der Kulturen auf Ammoniak bzw. Nitrit geniigte in der Regel 
der qualitative Nachweis mit Nesster- und RiEGLEer-Reagenz. 

Zum Zwecke der C-Bestimmung war es notwendig, die Bakterien zu ,,konzen- 
trieren‘‘. Das geschah durch Eindampfen der Kulturlosung. Nach vollstandiger 
Nitrifikation des NH, wurde der Bodensatz durch Ansdéuern mit 4 cm? konz. 
Phosphorsiure zu 150 cm? Kulturfliissigkeit aufgelést und die Losung nach kraf- 
tigem Hinundherschwenken quantitativ in den Verbrennungskolben gekippt. Die 
bakterienhaltige Kulturfliissigkeit wurde in dem zur Halfte bis Dreiviertel 
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gefiillten Verbrennungskolben auf einem erhitzten Sandbad unter gleichzeitigem 
Durchsaugen eines starken Luftstromes eingeengt. Dadurch wurde ein schnelles 
Eindampfen der Fliissigkeit bei einer Temperatur unterhalb 100 ° C erreicht. Fir 
die Einengung von 100 cm* auf 40 cm’ wurde rund 1 Std bendtigt. 


Die quantitative C-Bestimmung erfolgte im Prinzip nach dem be- 
kannten MrsstncErR-Verfahren, das auch in der modifizierten Form von 
Encex (1929) benutzt wurde. Da EncxEt (1941) eine eingehende Be- 
schreibung gibt, seien hier im wesentlichen die Abanderungen genannt. 


Um bei jeder C-Analyse méglichst gleiche Mengen Luft durch die Apparatur 
(Abb. 1) saugen zu kénnen, wurde ein Strémungsmanometer (A) vor die MARIOTTE- 
sche Flasche (B) geschaltet, die zu ein Drittel mit konz. KOH gefiillt war. Sie 
schiitzte bei plétzlich auftretendem starken Sog das Strémungsmanometer vor 
Uberlauf und absorbierte dann automatisch zusatzlich Kohlensiure. Um den 
Unterdruck in der Apparatur nicht zu groB werden zu lassen, besaB nur die zweite 
der beiden Waschflaschen (C, und C,) eine Glasfilterplatte Nr. ,,G 1 der Firma 
Schott, Jena. Sie enthielten zur CO,-Absorption konz. KOH, weil der Aufsatz 
(D,) des Verbrennungskolbens (D,) allein fiir die restlose Absorption der CO, 
nicht geniigte. Zur Uberwachung der Temperatur, die unter 180° C bleiben muBte, 
befand sich im Sandbad (#) ein Thermometer (fF). Das Verbrennungsrohr mit 
dem Platinstern (G,) und dem mit PbO, beschickten Porzellanschiffchen (G,) 
ruhte in einem Verbrennungsédfchen (in der Abbildung nicht gezeichnet), das 
durch einen Teclu-Breitbrenner erhitzt wurde. Der Dreiwegehahn (H) hatte den 
Zweck, bei Beendigung der Analyse den Unterdruck in der Apparatur auszu- 
gleichen. Die AbsorptionsgefaBe (J, und J,) muBten ohne Glasfilter gebaut werden, 
da sonst der Unterdruck in den AbsorptionsgefiBen so grof wurde, da Lauge und 
Saure in unkontrollierbarer Weise aus den Biirettenspitzen gesaugt wurden. Es 
wurden je 5 cm? a5 KOH vorgelegt und mit a 
BaCl, - 2 H,O/Liter beigefiigt waren. Aus dem Verbrauch errechnete sich die durch 
die Bakterienverbrennung entstandene CO,. Der Quetschhahn (K) diente zur 
Kinstellung der gewiinschten Strémungsgeschwindigkeit. Als Ansaugflasche (Aspi- 
rator) wurden zwei 50 LitergefiBe benutzt, die mittels Wasserstrahlpumps eva- 
kuiert wurden und untereinander und mit einem Hg-Manometer (L) zur Kontrolle 
des Unterdrucks verbunden waren. 


HC! zuriicktitriert, der 12,5 g 


Kin Pericor-GefaB fiir die Absorption nitroser Gase war nicht erforderlich, 
da durch das vorherige Kindampfen der angesiuerten Kulturlésung bei starkem 
Luftstrom simtliche Stickoxyde ausgetrieben wurden. Das PbO, im Verbrennungs- 
rohr mufte bereits vor dem eigentlichen VerbrennungsprozeB erhitzt werden, da 
andernfalls CO, von PbO,, das auBerdem Spuren von C enthilt, gebunden wird. 

In den Tabellen ist unter oxydiertem Stickstoff diejenige Menge 
zu verstehen, die aus dem NH,-Salz in der Nahrlésung errechnet wurde. 
Wihrend der Sterilisation und Nitrifikation gingen 10—20% Stickstoff 
je nach py-Wert und Nitrifikationsverlauf verloren. Dieser N-Verlust 
ist nicht beriicksichtigt worden. Das Alter der Kultur wurde vom 
Impftage an gerechnet. Der in den Tabellen enthaltene Mittelwert des 
N/C-Verhaltnisses ist nicht durch Mittelung der N/C-Verhiltnisse der 
einzelnen Kolben (Spalte 4) errechnet worden, sondern aus der Summe von 
Spalte 2 und 3 unter Subtraktion der jeweiligen Blindwerte fiir jede Gruppe. 
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II. Versuche. 
1. N/[C-Verhiltnis bei Stamm 44. 


Der Nitrosomonasstamm 44 war seinerzeit von ENGEL und SKALLAU (1941) 
mit der von ihnen gemeinsam ausgearbeiteten Verdiinnungsmethode aus Berliner 
Gartenerde isoliert worden. Die Nahrlésung hatte folgende Zusammensetzung : 
2,0 g (NH,),S0,; 0,5 g K,HPO,; 0,5 g MgSO,-7H,0; 0,1 g FeSO, - 7 H,0; 6,0 g 
CaCO, im Liter Wasser; pq = 7,3—7,4. 

Der erste Versuch umfaSte 13 Kolben mit je 150 cm’ Nahrlosung. Die 
Kolben standen bei 36° C im Brutschrank. Nachdem die Kulturen etwa 
2—3 Wochen NH,-frei geworden waren, begann ich mit der O-Be- 
stimmung. Zunachst analysierte ich nur den Inhalt von 5 Kolben. Wie 
die Tab. 1 angibt, erhielt ich bei einer etwa 42 Tage alten Kultur als 
‘Mittelwert cin N/C-Verhiltnis von 79,5/1. 


Ein Vierteljahr spaiter untersuchte ich von der gleichen Serie zwei 
Kulturen und fand ein etwas ungiinstigeres N/C- Verhaltnis, nimlich 84,5/1. 
Das Alter dieser Kulturen betrug 138,5 Tage im Mittel. Offenbar war ein 
kleiner Teil des Kohlenstoffs durch Restatmung verlorengegangen. 


Die restlichen 6 Kulturen wurden wiederum ein Vierteljahr spiater 
analysiert. Die Mittelwerte waren nicht wesentlich verschieden von den 
C-Werten vor einem Vierteljahr. Die kleine Abweichung kann man als 
zufallig ansehen, diirfte aber auch als eine Andeutung fiir das Vor- 
handensein eines dissimilatorischen Stoffwechsels betrachtet werden 
ko6nnen. Andererseits erhalten durch die Ergebnisse dieses Versuchs die 
Angaben Enaets, der ein N/C-Verhaltnis von 70—80/1 beim Nitrit- 
bildner fand, eine Bestitigung. 


2. N/C-Verhdltnis ber Stamm 32. 


_ Diesen Nitritbildnerstamm isolierte ich nach dem von EnceL und SkaLLau 
angegebenen Verdiinnungsverfahren aus einer Komposterde des Botanischen 
Gartens in Miinster. 4 Kolben mit je 150 cm* Nahrlosung von der gleichen Zu- 
sammensetzung wie oben, beimpfte ich mit einer Platindse von einer gut nitrifi- 
zierenden Kultur und ziichtete die Bakterien bei einer Temperatur von ebenfalls 
36°C. Etwa ein Vierteljahr nach der Beimpfung machte ich die Analysen mit 
derselben C-Bestimmungsapparatur und benutzte die gleichen Chemikalien. Alle 
auBeren Bedingungen waren somit gleich, nur der Bakterienstamm war ein anderer. 

Das Analysenergebnis war, wie Tab. 1 zeigt, ebenfalls ein anderes. Da der 
Versuch nur aus 4 Kolben bestand, konnte der Hinflu8 des Alterns bei 
diesem Stamm nicht gepriift werden. Auffallend giinstig fiel das N/C-Ver- 
haltnis aus. Verglichen mit dem vorigen Nitritbildnerstamm 44, war die in 


den Bakterienzellen festgelegte Kohlenstoffmenge fast doppelt so groB, 

Mit dem N/C-Verhiltnis von 44,3/1 naihert sich der Stamm 32 den 
Stimmen, mit denen WinocRaDsky, MryErHor und Hus gearbeitet 
haben, die 35/1 fanden. Da8 meine Werte etwas ungiinstiger ausgefallen 
sind, diirfte daran liegen, daB ich nicht die N-Verluste, die durch die 
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Sterilisation der Nahrlésung und wihrend der Nitrifikation eintreten, 
beriicksichtigt habe. Ziehen wir etwa 20% der N-Verluste ab, so ergibt 
sich rund 35/1. Es kénnte somit der Stamm 32 identisch mit den Stam- 
men sein, mit welchen die oben genannten Forscher ihre Analysen durch- 
gefiihrt haben. 


Tabelle 1. 
Orientierungsversuch iiber das N/C -Verhdltnis der Nitritbildnerstimme 44 und 32 
bei 36° C. 
Alter der 
Kolb: Oxydierti Gefund N/C- 
we Ning! Cinmg Verhtilins cs, 
Stamm 44, 
1 63,6 0,790 80,5 41 
2 63,6 0,784 81,3 41 
3 63,6 0,796 80,0 42 
4 63,6 0,814 78,4 42 
5 63,6 0,820 77,6 43 
Sa. 318,0 4,004 . 
Mittel- 79,5 41,8 
wert 
6 63,6 0,748 - 85,2 137 
7 63,6 0,758 84,0 140 
Sa. 127,2 1,506 
Mittel- 84,5 138,5 
wert 
8 63,6 0,758 85,2 212 
9 63,6 0,818 78,0 213 
10 63,6 0,776 80,7 213 
11 63,6 0,626 101,5 214 
12 63,6 0,772 82,5 226 
13 63,6 0,716 89,0 231 
(ee en ETT | Se 
Sa. 381,6 4,466 
Mittel- 
a 85,4 218,0 


Mittel- 
wert 


Stamm 32. 
1,350 
1,524 
1,452 
1,286 


5,612 


44,3 


100 
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3. Vergleichende Untersuchungen an Stamm 44 und 32 
und thr N|C-Verhiiltnis. 

Da mir in dem unterschiedlichen CO,-Reduktionsvermégen von Stamm 44 und 
32 ein erster Hinweis zur Klarung der sich widersprechenden Literaturangaben 
zu liegen schien, entschlo8 ich mich, meine Bakterienstamme auf breiter Basis 
zu untersuchen. Ich setzte mehrere Doppelversuche an, die in methodischer Hin- 
sicht den oben geschilderten weitgehend glichen. Fiir die einzelnen Doppelversuche 
wurde die Nahrlésung gemeinsam fiir beide Bakterienstamme in einer groBen 
Flasche angesetzt, gleichzeitig unter vollig gleichen Bedingungen in 750 cm3 
fassenden ERLENMEYER-Kolben mit 150 cm* Kulturlosung sterilisiert und einige 
Tage spater die eine Halfte der fiir den Doppelversuch angesetzten Kulturen mit 
dem Stamm 32, der andere mit dem Stamm 44 beimpft. Simtliche Kulturen eines 
Versuches standen im gleichen Brutschrank und nitrifizierten somit bei gleicher 
Temperatur. Es war also fiir vollkommene Gleichheit der Kulturbedingungen 
gesorgt. Der einzige Unterschied bestand nur in der Verschiedenheit der Bakterien- 
stamme. 

a) Fur den ersten Versuch wihlte ich 8 Kolben und beimpfte 4 mit 
dem Stamm 44 und 4 mit dem Stamm 32. Die Kulturen nitrifizierten 
bei einer Temperatur von 36° C sehr schnell. Einen Monat nach der Be- 
impfung der Nahrlosung konnte ich bereits mit der C-Bestimmung 


beginnen. 


Wie Tab. 2 angibt, wurde das vorher gefundene Ergebnis bestitigt. 
Beim Stamm 32 fand ich wiederum ungefihr die doppelte Menge Kohlen- 
stoff. Merkwiirdig ist, daB sich trotz der verschiedenen absoluten Werte 
die relativen so gut wie gar nicht verschoben haben. Bilden wir aus den 
Mittelwerten der N/C-Verhaltnisse der beiden Stéamme das Verhdltnis 
Stamm 44/Stamm 32, so ergibt sich aus den friiheren Versuchen 84,5/44,3 
= 1,90, in diesem 67,3/34,8 = 1,94. 


Tabelle 2. Das N/C-Verhéltnis der beiden Nitrithildnerstamme 44 und 32 
bet ungehemmter Nitrifikation. 


Alter Alter 


Oxy- | Gefun-| N/C- 5 be Oxy- | Gefun- | N/C- 
Kolben idierter dons Volt. wae Kolben | qjerter | dener |Verhilt- Wis : 
: : ? ultur Nr. ; Gi : ultur 
Tr. |Ninmg/Cinmg] nis (Tage) Ninmg/Cinmg| nis (Tage) 
Stamm 44. Stamm 32. 


1 63,6 | 0,918 | 69,3 29 1 63,6 | 1,914 | 33,0 | 33 
2 63,6 | 0,912 | 69,5 29 2 63,6 | 1,932 | 32,8 | 37 
3 63,6 | 0,972 | 65,2 33 3 63,6 | 1,710 | 35,7 | 40 
4 4 


63,6 | 0,954 | 66,5 33 63,6 | 1,764 | 35,8 | 40 


Sa. | 254,4 | 3,756 Sa. | 254,4 | 7,320 
wert : wert 


Das fiir beide Staémme giinstigere N/C-Verhiltnis in diesem Versuch 
kénnte dadurch entstanden sein, da erstens die Kulturen noch sehr 
jung waren und durch den dissimilatorischen Stoffwechsel kaum 
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nennenswerte C-Mengen verloren hatten und zweitens die N-Verluste 
infolge der schnellen Nitrifikation wihrend der Anzucht gering waren, 
wodurch die C-Werte héher ausfielen. Welcher Fall vorgelegen hat, ist 
nicht zu entscheiden, vermutlich sind noch mehr Faktoren fiir das un- 
gewohnlich giinstige N/C-Verhiltnis verantwortlich zu machen. 


Tabelle 3. Das N/O-Verhdltnis der Nitritbildnerstimme 44 und 32 
bei 35° OC und etwas gestérter Nitrifikation. 


Alter der 
Kolben Oxydierter Gefundener NiC- Kulturen 
Nr. Ninmg Cinmg Verhaltnis (Tage) 
Stamm 44, 
1 127,2 1,425 89,3 70 
2 127,2 1,745 258 mar {) 
3 bey fe 1,425 89,3 10-2 
4 127,2 1,557 81,7 71 
55 IZi2 1,407 90,4 96 
6 63,6 0,747 85,2 96 
{f 63,6 0,781 81,4 97 
8 [37-2 L725 73,8 124 
9 ID Ay PP 1,851 68,8 124 
10 63,6 0,775 82,1 124 
i! 127.2 1,623 78,4 125 
12 63,6 0,747 85,2 125 
13 127,2 1,605 79,4 125 
14 127,2 1,72) 74,0 126 
Sa 1526,4 19,134 
Mittel- 
wert 79,7 103 
Stamm 32. 
1 12752 2,709 46.8 72 
2 89,5 2,008 44,4 97 
3 63,6 [Pes 8° 47,7 98 
4 63,6 1,435 44,4 128 
5 63,6 1,495 42,5 129 
6 63,6 1,525 41,7 130 
Sa. 471,1 10,505 
Mittel- 44,8 109 
wert 


b) Obiger Versuch wurde mit 50 Kulturen wiederholt. Die eine Halfte 
der Kolben wurde mit dem Stamm 32, die andere mit 44 beimpft und 
die Brutschranktemperatur um 1° C gesenkt. Die Beimpfung erfolgte 
am 4. und 5. September 1941. Am 23. Oktober 1941 wurden simtliche 
Kulturen auf Nitritbildung und Ammoniakschwund gepriift. Das 
Analysenergebnis fiel aus unerklirlichen Griinden sehr ungiinstig aus. 
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Die Kulturen hatten zwar Nitrit gebildet, aber nur wenige waren aus- 
nitrifiziert. Die Kulturen, die bei der vierten Priifung am 7. Januar 1942 
nicht zu Ende nitrifiziert hatten, ergaben viel zu niedrige C-Werte. Nur 
32 Kulturen waren nitritfrei und nur deren Analysenwerte sind in der 
Tab. 3 niedergelegt worden. Bei den Kulturen mit 127,2 mg N handelt 
es sich um 2 Kolben mit je 150 cm* Kulturlésung. 

Aus dem vorliegenden Versuchsergebnis kann man wiederum auf das 
Vorhandensein eines unterschiedlichen N/C-Verhiltnisses zwischen den 
beiden Stéammen 32 und 44 schlieBen. Das Verhialtnis der Mittelwerte 
beider Stémme ist ungefihr gleich geblieben, namlich 79,7/44,8 = 1,78. 


Tabelle 4. Das N/C-Verhéltnis der Nitritbildnerstimme 44 und 32 
bei stark gehemmter Nitrifikation. 


Ra RS F< Re eee ee 
Kolben |  Oxydierter = Gefundener_— N/C- ae 
Nr. | N in mg C in mg Verhaltnis (Tage) 
Stamm 44. 
u | 63,6 | 0,807 78,7 101 
2 | 63,6 0,897 70,9 | 102 
3 | 63,6 0,843 75,7 102 
a 63,6 0,765 83,2 103 
5 127,2 1,188 107,1 104 
6 127,2 1,290 98,5 106 
7 127,2 1,284 99,0 107 
8 127,2 1,236 103,0 108 
Sa. 763,2 8,310 
pel 91,7 104,1 
wert 
Stamm 32. 
1 63,6 1,311 48.5 68 
2 63,6 | 1,329 48,0 69 
3 63,6 1,413 45,0 69 
+ 63,6 1,245 51,1 70 
5 127,2 | 2,208 57,7 Tigh 
6 63,6 1,215 52,4 79 
Hl 127,2 2,076 61,3 79 
Seren | 572,4 10,797 
Mittel- 52,9 73 
wert 


c) Am 25. Februar 1942 wiederholte ich nochmals den obigen Versuch 
mit 24 Kolben zu je 150 cm? der iiblichen Nahrlésung und beimpfte sie 
zur Hilfte mit dem Stamm 32, zur Halfte mit dem Stamm 44. Die Nitri- 
fikation verlief wieder schlecht. 

Das Analysenergebnis bringt die Tab. 4. Ein auffallend ungiinstiges 
N/C-Verhaltnis finden wir sowohl beim Stamm 44 als auch beim Stamm 32. 
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Nach meiner Ansicht muB dieses ungiinstige N/C-Verhialtnis in der Haupt- 
sache auf die langsame Nitrifikation zuriickgefiihrt werden. Das Ver- 
haltnis der Mittelwerte ist ahnlich dem im vorigen Versuch, némlich 


91,7/52, 


9. = 1,73. 


Tabelle 5. Das N/C-Verhdltnis der Nitritbildnerstamme bei 31° C. 
ee ee eee 


Kolben Oxydierter Gefundener N/C- Eekie es 
Nr. N in mg Cin mg Verhaltnis (Tage) 
Stamm 44. 
1 63,6 0,826 77,2 35 
2 63,6 0,816 78,1 37 
3 63,6 0,792 80,5 38 
4 42,4 0,498 85,2 38 
5 42,4 0,408 103,6 39 
6 42,4 0,468 90,6 40 
a 42,4 0,462 91,8 42 
8 42,4 0,534 79,4 44 
9 42,4 0,402 105,5 44 
10 42,4 0,456 93,1 44 
11 42,4 0,468 90,6 55 
12 42,4 0,414 102,3 58 
Sa. 572,4 6,544 
Mittel- 87.5 42 


Stamm 32. 


1 42,4 0,968 43.8 40 
2 42,4 1,022 41,5 41 
3 42,4 1,010 42,0 41 
4 42,4 0,944 45,0 45 
5 42,4 0,902 47,1 45 
6 42,4 0,952 44,6 46 
vf 42,4 0,896 47,4 46 
8 42,4 0,896 47,4 58 
9 42,4 0,896 47,4 59 

10 63,6 1,418 44,9 66 

Sa. 445,2 9,904 

Mittel- 45,0 48,7 
wert 


d) Nun setzte ich noch einmal einen ahnlichen Versuch an. 24 Kolben 
mit je 150 cm® bzw. 100 cm*® Niihrlésung dienten zur Anzucht der Bak- 
terien. 12 Kolben wurden mit dem Stamm 32 und die restlichen 12 mit 
Stamm 44 beimpft. Die Brutschranktemperatur senkte ich auf 31° ©, 
um Ammoniakverluste einzuschrinken. Im iibrigen waren die Versuchs- 


bedingungen genau die gleichen wie vorher. 


Nitrosomonas oligocarbogenes, ein obligat autotrophes Nitritbakterium. 423 


Die Tab. 5 bringt die Ergebnisse des Versuches. Von Stamm 44 waren 
samtliche Kulturen ausnitrifiziert und konnten fiir die C-Bestimmung be- 
nutzt werden. Bei Stamm 32 verlief die Nitrifikation wieder schlecht, so da® 
zwei NH,-haltige Kulturen fiir die Analyse verworfen werden muBten. 

Auch in diesem Versuch kommt das unterschiedliche N/C-Verhiltnis 
zum Ausdruck. Entsprechend der etwas besseren Nitrifikation sind die 
Werte giinstiger als im vorigen Versuch. Das Verhaltnis der Stamme 44 
und 32 untereinander ist annahernd dasselbe wie in den ersten beiden 
Versuchen, namlich 87,5/45,0 = 1,94. 

Hier kénnte ich nun noch weitere Versuche anfithren, doch halte ich 
das fiir unnétig. Neues brachten sie nicht mehr. Da8 ein unterschiedliches 
N/C-Verhaltnis vorhanden ist, dariiber besteht kein Zweifel. Wenn niim- 
lich die Nahrlésung fiir beide Nitritbildnerstamme aus derselben Flasche 
genommen wird, die Kulturkolben mit der Nahrlésung gleichzeitig im 
gleichen Autoklaven sterilisiert werden und wahrend der Nitrifikation 
im gleichen Brutschrank bei derselben Temperatur stehen und die C- 
Bestimmungen mit der gleichen Apparatur, mit den gleichen Reagenzien 
durchgefiihrt werden, kann die Tatsache tiber das Bestehen eines unter- 
schiedlichen N/C-Verhaltnisses zwischen den beiden Nitritbildner- 
stammen nicht geleugnet werden. Die absoluten Werte bediirfen allerdings 
noch einer Korrektur. Nach dem Sterilisieren, kurz vor der Beimpfung, 
mute naimlich der in der Kulturl6sung vorhandene oxydierbare Stick- 
stoff und nach beendeter Oxydation der oxydierte Stickstoff genau 
quantitativ bestimmt werden. Die angegebenen Relativwerte wiirden 
sich, wenn iiberhaupt, wahrscheinlich aber nur wenig verschieben. 

Wir haben somit gesehen, daB ein Unterschied im N/C-Verhaltnis 
der beiden Nitritbildnerstamme besteht. Es hat sich auch in den weiteren, 
hier nicht angefiihrten Versuchen immer wieder gezeigt, daB die C- 
Menge der beiden Staémme sich ungefahr wie 2: 1 verhalt. Der Stamm 
32 bildet fast doppelt soviel Kohlenstoff bei der Oxydation der gleichen 
Ammonsulfatmengen wie der Stamm 44. 

S. WinocrapsKy (1906) hat bereits Nitrifikationsbakterien  be- 
schrieben, die sich morphologisch unterscheiden lieBen. Bei einem ein- 
gehenderen Studium iiber den Belebtschlamm der Pariser Klaranlagen 
wurden von H. WINoGRADSKY (1937) 7 Nitrit- und 2 Nitratbildnerarten 
isoliert, die sich durch Zellgr6Be und verschiedene Wuchsformen aus- 
zeichneten. Wieweit die iibrigen Literaturangaben iiber neuentdeckte 
Arten zutreffen, la®t sich nicht mit Sicherheit feststellen. Zum Teil sind 
sicher durch unsauberes Arbeiten heterotrophe, nicht nitrifizierende 
Organismen als Nitrifikationsbakterien beschrieben worden. Durch meine 
vorliegende Untersuchung ist der Beweis erbracht worden, da es nicht 
nur morphologisch, sondern auch physiologisch unterscheidbare Nitrit- 


bakterien gibt. 
Zo 
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So auffallend der Unterschied der beiden Stéimme 32 und 44 hinsicht- 
lich ihres Reduktionsvermégens auch ist, so erschien er mir zur Auf- 
stellung einer neuen Art nicht ausreichend. Ich suchte daher nach 
weiteren Unterschieden. 


4. Der EinfluB der Temperatur. 

Schon in meiner 1948 verdffentlichten Arbeit war es mir aufgefallen, 
daB Stamm 32 bei 30° C rascher nitrifizierte als Stamm 44. Ich ging 
daher dieser Erscheinung weiter nach und setzte einen Doppelversuch 
an, der den Temperaturbereich zwischen 40 und 52°C in Abstanden 
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Abb. 2. Einflu® hoher Temperaturen auf die Nitritbildnerstimme 32 und 44 in Abwesenheit und 
Gegenwart von Neutralrot. Die Héhe der Saulen gibt die maximalen Ertriiglichkeitsgrenzen an. 


von 3° C abtasten sollte. In einer fritheren Mitteilung (1948) hatte ich 
den Kulturen zur leichteren Beobachtung des Nitrifrikationsverlaufes 
Neutralrot zugegeben. Um festzustellen, ob dieser Farbstoff ungiinstig 
auf die Bakterien einwirke, benutzte ich die Gelegenheit dieses Versuches 
und fithrte ihn in Abwesenheit und Gegenwart von 0,0004° Neutralrot 
durch. Ausgedehnt wurde dieser Versuch bis auf 512 Std. Die Versuchs- 
anordnung war folgendermafen: 

Aus groBen ERLENMEYER-Kolben, die vollig ausnitrifizierte Kulturen ent- 
hielten, fiillte ich mittels steriler Pipette in vorher trocken sterilisierte Reagens- 
glaser 2 cm® Kulturfliissigkeit. Zu den Réhrchen, die langer als 100 Std im Thermo- 
staten verblieben, setzte ich soviel steriles destilliertes Wasser zu, wie ungefahr 
wihrend der Versuchsdauer verdunsten wiirde (durch Vorversuche ermittelt). 
Dadurch wurde eine Schadigung der Bakterien durch Konzentrationserhohung 
der Nahrlésung weitgehend verhindert. Aus allen R6hrchen wurde nach der Tem- 
peraturbehandlung in ERLENMEYER-Kélbchen mit der iiblichen Nahrlésung abge- 
impft. Zeigte die Riickimpfung keine Nitrifikation, so galt die Kultur als geschadigt. 
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Kin Zusatz von 0,0004% Neutralrot zur Nihrlésung ruft bei beiden 
Bakterienstimmen eine deutliche Schadigung hervor, wie die Abb. 2 
zeigt. Wir sehen ferner, da ein Unterschied beider Stimme beziiglich 
der Empfindlichkeit gegeniiber Neutralrot besteht. Der Stamm 44 wird 
wesentlich starker geschidigt als der Stamm 32. Ebenso erkennen wir 
einen Unterschied in der Temperaturvertraglichkeit. Der kritische 
Totungspunkt fiir langfristige Versuche diirfte bei Stamm 32 etwas 
hoher als 40° C und fiir den Stamm 44 etwas niedriger als 40° C liegen. 
Hine 512stiindige Einwirkung von 40° C hatte bei Stamm 32 in keinem 
Rohrchen ein Absterben der Bakterienzellen zur Folge; simtliche Ab- 
impfungen nitrifizierten, sowohl die mit Neutralrot-Zusatz als auch die 
ohne diesen Farbstoff. Der Versuch zeigt uns weiter, daB mit Temperatur- 
erh6hung die Lebensdauer der Bakterien verkiirzt wird. 


5. Das Temperaturmaximum von Stamm 32. 


Die Frage nach dem Temperaturmaximum beim Nitritbildner ist bereits von 
verschiedenen Forschern bearbeitet worden. So geben BouLLANGER und Masson 
(1903) an, daB die Nitritbildner bei 45° C innerhalb 5 min absterben. Bonazzz (1919) 
berichtet von einem Nitrosococcus aus einem Boden in Ohio, der eine Temperatur 
von 55° C fiir 5—10 min ertrug, wahrend Nitrosomonaszellen ein 5 min langes 
Erhitzen zwischen 40 und 50° C nicht lebend iiberstanden. 

Um das Temperaturmaximum fiir den : 
er ail litetein com 32 festzustellen, setzte Tabelle 6. Stamm 32. Hinflup 
ich einen Versuch mit 56 ERLENMEYER- der Temperatur. 


Ko6lbchen zu je 25 cm® Nahrlosung an, Min: 50° 55° 60° 65° 
beimpfte sie und lieB sie im Thermo- I <a we + = 
staten bei 35°C das Ammoniak restlos 9 Ais i wh: 
oxydieren. Nach beendeter Nitrifikation 3 ai i i of 
kamen sadmtliche Kulturen der Reihe ow 
mee S 4 + = + 
nach in ein annahernd konstant gehaltenes 5 fhe tts 4 ei 
Wasserbad und blieben jeweils bei den 6 fine: PEE it _ 
in der Tab. 6 angegebenen Temperaturen | aa 
: : ‘ a + + 
und Zeiten darin. Die Temperatur wurde 3 Bit 
‘ Fst 5 8 => = 
in der Kulturfliissigkeit gemessen. Von acl on 
4 : 9 + + 
diesen so vorbehandelten Kulturen impfte 10 " ne ie ” 
ich mit einer Platinédse in die tbliche 15 rn ee ics a 
Nitrosomonasnahrlésung zuriick. Nitri- 20 is | 4 ah - 
fizierte die Abimpfung, so galt die Kul- 9 we s 
creas 25 +) + 
tur als lebend und erhielt in der Tabelle 30 4 Ag 1x cof 
ein Pluszeichen, versagte die Nitrifikation, 
so erhielt sie ein Minuszeichen. 4 lebende Nitritbildnerzellen, 
Das Ergebnis dieses Versuches — tote. 


zeigt die Tab. 6. Genau nach einer 

5 min langen Einwirkungsdauer von 60° C ist die Ertriglichkeitsgrenze 
erreicht. Alle Abimpfungen von Kulturen, die bei 60° C langer als 5 min 
gehalten worden waren, nitrifizierten nicht mehr. Ebenso nitrifizierte 
nicht eine Abimpfung von Kulturen, die auch nur | oder 2 min auf 


‘ 
> 
, ~h 


426 H. BomMEKE: 


65° C erhitzt gewesen war. Temperaturen von 50 und 55°C wurde 
dagegen ohne Schaden ertragen. 


6. Natriumchlorid. 


Lipman (1912) fand, daB 0,2% NaCl bereits die Nitrifikation verlangsamt un 
0,4% dieselbe vollig unterbindet. OMELIANSKI (1899) behauptet, ein NaCl-Zusat: 
von 0,2% fordere wesentlich die Nitrifikation. Nach den Angaben von GrBBs 
(1919) hemmt eine 1%ige NaCl-Lésung den Nitrifikationsvorgang. THOMSON 
(1907) konnte zeigen, daB die Nitrifikation in Versuchen mit Schlickproben a 
der Kieler Féhrde bei Zusatz von 2% Meersalz begann, bei 4% dieses Salzes wurde 

die Nitritbildung sehr gehemmt und bei 5% 

Tabelle 7. Stamm 32 und 44. Seesalz verlief sie nicht mehr vollstandig. 

Einflug von NaC. RUBENTSCHIK (1929) berichtet von einem 


eae amen a if al 44 ausgesprochen  halophilen Nitrosomonas 
= stamm, der bei 1% seine minimale, bei 5% 
0,8 uf a seine optimale und bei 15% seine maximale 
1.0 “3 | ay Salzkonzentration hatte. Aus obigen An 
1,2 ale ae gaben ersieht man, wie verschieden die ein- 
1,4 a | ss zelnen Nitrifikationserreger auf NaCl re- 
1,6 ate at agieren. Daher schien es mir angebracht, 
1,8 be —. auch meine Nitrifikantenstamme nach dieser 
2.0 ari = Richtung hin zu untersuchen. 
2,2 a a Nach einem groben Orientierungsversuch 
2.4 42 us wurde der NaCl-Versuch mit den beiden— 
2.6 a ba Nitritbildnerstimmen 32 und 44 in ERLEN-- 
2.8 a — MEYER-Kolbchen mit der entsprechende 
3.0 ahs 1s Nahrlésung und mit dem in der Tab. 7 an- 
3,2 = = gegebenen NaCl-Zusatz ausgefiihrt. Samt- 
liche Kulturen standen 7 Wochen lang im~ 


erent leichen Thermostaten bei 30°C. Nach dieser 
of; Sebende an Baiebtl nce yeti . Frist erfolgte die Riickimpfung in die iibliche 
Nitrifikationsnahrlésung. 

Das Versuchsergebnis bringt die Tab. 7. Wahrend der Stamm 32 bei 
Gegenwart von 3% NaCl das gebotene Ammonsalz innerhalb 7 Wochen 
restlos oxydierte, waren bei Stamm 44 nur die Koélbchen mit einem — 
Zusatz von 1,2%, NaCl und niedriger ammoniakfrei. Eine héhere NaCl- 
Konzentration als 1,2°% hemmt bei Stamm 44 offensichtlich den Nitri- 
fikationsvorgang. Fiir Stamm 32 setzt die gleiche Hemmwirkung erst: 
oberhalb 3%, ein. Dieser Versuch bestiatigt also wiederum die Verschie- — 
denheit beider Nitritbildnerstimme. Es ist somit der eurythermere 
und ,,carbophilere“ Stamm 32 auch der halotolerantere! 


— tote. 


7. Morphologie der Nitritbildnerstimme. 

Stamm 32 und 44 unterschieden sich auch deutlich in morphologischer 
Hinsicht. 32 war merklich kleiner als 44 und seine Zellen wiesen eine 
gewisse UnregelmaBigkeit in Form und GroBe auf, was bei 44 nicht der 
Fall war. Stamm 32 zeigte die gleichen unregelmaBigen Formen, wie WINO-- 
GRADSKY (1906) sie fiir den Nitritbildner aus Ziirich in Larars Handbuch | 
der Technischen Mykologie Bd. III, Tafel III, Fig. 1 angibt. Wahr- 
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scheinlich sind beide identisch. Die Bakterien des Stammes 44 wiesen 
die regelmaBige Gestalt des Nitritbildners aus Genevilliers bei Paris 
auf (Abbildung im gleichen Handbuch auf der gleichen Tafel, Fig. 2) 
und moglicherweise sind auch diese identisch. 

Die Identitat von Stamm 32 mit Nitrosomonas europaea Win. geht 
auch aus dem iibereinstimmenden N/C-Verhiiltnis beider hervor. AuBer 
WINOGRADSKY isolierten Botryes und auch ich dieses nitrifizierende 
Bakterium, das sich streng autotroph ernihrt und ein ziemlich kon- 
stantes N/C-Verhiltnis um 35/1 aufweist. 

Den Nitritbildnerstamm 44 halte ich auf Grund seiner deutlichen 
morphologischen und besonders physiologischen Unterschiede gegen- 
uber Nitrosomonas europaea Win. fiir eine besondere Nitrosomonasart. 
Diese wurde anscheinend erstmalig von HruBir (1929) isoliert und von 
ENGEL (1929, 1930) auf seine C- Assimilation gepriift. Darauf wurde sie ein 
zweites Mal von ENGEL und SKaLiau (1937) nach dem Verdiinnungs- 
verfahren aus Berliner Gartenerde in Reinkultur gebracht und spater von 
mir auf sein N/C-Verhaltnis hin untersucht. Dieses streng autotrophe, 
nitrifizierende Bakterium bildet Schwarmer (s. ENGELS u. meine Angaben 
1948) und verarbeitet im Vergleich zur Nitrosomonas europaea weniger 
Kohlenstoff (N/C-Verhaltnis 70/1) bei der Oxydation gleicher Ammoninak- 
mengen. Ich halte es daher fiir angebracht, dieses schwirmerbildende, 
nitrifizierende Bakterium Nitrosomonas oligocarbogenes zu nennen. 

Zusammenfassung. 

1. Es werden 2 Nitritbildner besprochen. Das eine nitrifizierende 
Bakterium wurde als Nitrosomonas europaea identifiziert; es hat ein 
N/C-Verhaltnis von etwa 35/1. 

2. Das andere, ein ebenfalls autotrophes, nitrifizierendes Bakterium, 
stellt eine neue Art dar und wird mit dem Namen Nitrosomonas oligo- 
carbogenes belegt. Es bildet Schwiirmer und hat ein N/C-Verhaltnis 
von etwa 70/1. Es vertragt nicht so hohe Temperaturen und Salz- 
konzentrationen wie die Nitrosomonas europaea. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen.) 


Uber eine neue Beeinflussung der Sporangienentwicklung 
von Phyecomyees durch Paraffinol. 


Von 
HUBERT ZIEGLER. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 25. Juli 1950.) 
Gortz& (1919) kommt auf Grund ihrer Versuche tiber die Beeinflussung 


der Differenzierungsprozesse bei Phycomyceten zu der Uberzeugung, daB 
die Entwicklung der Phycomyces-Sporangien nur in jungem Zustande 


Abb. 1. Keimung der Sporen in einem Sporangium von Phycomyces Blakesleeanus nach 60 stiindiger 
Bedeckung der Kultur mit Paraffinél; vergréfert. 


und vor dem Erreichen der definitiven GréBe gehemmt oder in andere 
Bahnen gelenkt werden kénne. 

Untersuchungen an Sporangien von Phycomyces Blakesleeanus, die 
sich laingere Zeit unter Paraffinum liquidum befunden hatten, zeigten 
nun, da auch in spateren Entwicklungsstadien noch Richtungs- 
anderungen der Differenzierung verursacht werden kénnen. So wurden 
bei emer Kultur, die auf Brot gezogen und nach der Ausbildung der 
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Sporangien unter Paraffin6l gebracht worden war, nach 7tigigem Auf- 
enthalt in diesem Medium mehrere Falle beobachtet, in denen ein 
Sporangium der definitiven GroBe mit ausgebildeter Columella und im 
zentralen Teil schon teilweise abgegrenzten Sporen myzeliale Auswiichse 
der Sporangienwand zeigte. Diese erweiterten sich in einem Falle zu 
einem sporangienartigen Gebilde, das ausgebildete Sporen enthielt. 

Hine andere bemerkenswerte Erscheinung, die allerdings nur einmal an 
zahlreichen Sporangien einer 2!4 Tage unter Paraffindl befindlichen 
Kultur festgestellt werden konnte, war ein Auskeimen der Sporen im 
Sporangium, wobei die gebildeten Hyphen die Sporangienwand durch- 
brachen. Diese seltsame Art von ,,Viviparie’’ gibt nebenstehende 
Abbildung wieder. 

Die Ergebnisse zeigen, da auch nach bereits begonnener Ausbildung 
der Sporen aus Teilen des Phycomyces-Sporangiums myzeliale Bildungen 
hervorgehen kénnen und daf die unbekannten Einfliisse, die normaler- 
weise ein Auskeimen der Sporen im Sporangium verhindern, durch 
AuBeneinwirkungen ausgeschaltet werden kénnen. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen.) 


Uber den Einflu8 von Bodenbakterien und deren Filtraten 
auf das Waechstum in vitro kultivierter Wurzeln. 


Von 
OTrTo KANDLER. 


(ELingegangen am 2. August 1950.) 


Seit den Arbeiten Hrurners (1904), in denen erstmalig der Ausdruck 
,,Rhizosphare“ gebraucht wird, ist die Literatur itiber die Wechselwirkung 
zwischen Bodenbakterien und Pflanzenwurzel zu einer kaum tberseh- 
baren Fiille angeschwollen. Hier soll nur auf eine Arbeit von STILLE (1938) 
hingewiesen werden, der die Rhizosphare in vitro synthetisieren konnte 
und sie damit sehr anschaulich darstellte. Einen umfassenden Uberblick 
tiber das neuere Schrifttum gaben vor kurzem KatzNELson u. Mitarb. 
(1948), auf die hier verwiesen sei. Trotz der Fille von Einzeltatsachen, 
die bisher zusammengetragen wurden, konnte doch keine klare Vor- 
stellung tiber die zweifellos vorhandene gegenseitige Beeinflussung von 
Mikroorganismen und Wurzeln entwickelt werden. 


Uber die grundsatzliche Niitzlichkeit der stickstoffbindenden Boden- 
bakterien besteht natiirlich kein Zweifel. Die umfangreichen Arbeiten zur 
Anwendung der Bodenimpfung in der landwirtschaftlichen Praxis, wie 
sie kiirzlich POoSCHENRIEDER (1949) in einem Sammelreferat zusammen- 
faBte, zeigten aber eine so ausgeprigte Spezifitit einzelner Bakterien- 
stimme fiir bestimmte Pflanzenarten, da man neben den rein er- 
nahrungsphysiologischen Faktor auch noch die Annahme einer Wirk- 
stoffbeeinflussung setzen muBte. 


Die Kultur isolierter Wurzeln auf synthetischen Nihrbéden erschien 
mehr als jede andere Methode dazu geeignet, weitere Beitriige zu diesem. 
Problem zu liefern. Bereits KRASILNIKOF u. GARKINA (1939) untersuchten 
den Einflu8 verschiedener Bodenbakterien und Pilze auf das Wachstum 
isolierter Weizen- und Erbsenwurzeln. Leider blieb diese Arbeit auf 
Grund der schwierigen Zeitverhiltnisse in der westlichen Literatur bis 
1948 unberiicksichtigt und wurde auch dem Verfasser vorliegender Arbeit 
erst nach AbschluB derselben bekannt. Inwieweit die Befunde KRrastb- 
NIKOFS mit den eigenen Ergebnissen itibereinstimmen oder davon ab- 
weichen, soll spiiter diskutiert werden. Zweck vorliegender Untersuchung 
war es, in reproduzierbaren Versuchen die Wirkstoffnatur der Wachs- 
tumsbeeinflussung isolierter Wurzeln durch Bodenbakterien  sicher- 
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-zustellen. Die Frage nach der Spezifitat der Bakterienwirkung und dem 


Einfluf der Wurzelausscheidungen auf die Bakterien sind Gegenstand 
weiterer Untersuchungen am hiesigen Institut. 


A. Material und Methodik. 

Die Samen wurden durch Einlegen in konzentriertes Bromwasser 
(Maiskorner 10 min, Leguminosensamen 45 min) sterilisiert und dann auf 
einer 5mm dicken Agarschicht in Petrischalen bei 29°C angekeimt. 
Hatten die Keimwurzeln eine Linge von 20—30 mm erreicht, so wurde 
eine 8—10 mm lange Spitze abgeschnitten und unter sterilen Kautelen 
auf die Nahrbéden tibertragen. 

Der Nahrboden hatte folgende Zusammensetzung: 1000 cm? Aqua 
bidest; 360mg MgSO,-7H,O; 200mg Ca(NO,),-4H,O; 200mg 
Na,SO,; 80 mg KNO,; 65 mg KCl; 16 mg KH,PO, - H,0; Spur Fe,(SO,),; 
1 cm’ Hoacuanpsche A-Z-Lésung; 15 g Agar; 20 g Glucose. 

Als KulturgefaBe dienten normale Reagensgliiser, in denen der Agar 
schrag erstarrt war. Die Sterilisation wurde im Dampftopf an 3 auf- 
einanderfolgenden Tagen vorgenommen. Die Kultur erfolgte in einem 
Dunkelthermostaten oder bei groBeren Versuchsreihen in der Klima- 
kammer bei 30° C. 

Um sterile Bakterienfiltrate zu erhalten, wurden die Bakterien in. 
einem fliissigen Nahrboden (1000 cm? Leitungswasser; 0,2 g KH,PO,; 
0,2 g CaCO,; 0,2¢ MgSO,; 2% Glucose) in ERLENMEYER-Koélbchen 
14 Tage bei 30° C kultiviert und die Suspension mit einem Membranfilter 
(Fabrikat der Membranfiltergesellschaft Gottingen, Modell ,,Coli‘ Nr. 5) 
abfiltriert. Das sterile Filtrat wurde dann nach dem Sterilisieren dem. 
noch fliissigen Nahrboden in entsprechender Menge zupipettiert. 


B. Versuchsergebnisse. 


a) Wirkung direkter Bakterrenbeimpfung auf isolierte Wurzeln. 

Aus den im Laufe der Zeit gesammelten Erfahrungen mit Gewebe- und 
Wurzelkulturen verschiedener Art stand die Tatsache fest, dai jede 
Infektion der Kulturen mit Bakterien oder Pilzen das Wachstum hemmt 
und zum Absterben der Gewebe fiihrt. Es sollte aber zunachst doch die 
Wirkung verschiedener besonders haufiger Bodenbakterien systematisch 
untersucht werden. Dazu wurden 2 Tage alte Kulturen von Maiswurzeln 
mit Azotobacter chroococcum, Bacillus subtilis und mycoides oder Bactervum 
radicicola beimpft. Die Bakterien entwickelten sich sehr rasch, umgaben. 
schon nach 3 Tagen die ganze Wurzel mit einer schleimigen Hille und 
breiteten sich auch auf dem Nahrboden aus. Das Wurzelwachstum blieb 
in allen Fallen weit hinter den Kontrollwerten. zuriick. Tab. 1 zeigt eine 
Zusammenstellung der Durchschnittswerte von je 10 Wurzeln, wie sie 
sich nach 14tagiger Kulturdauer ergaben. Die gehemmten Wurzeln 
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zeigten charakteristische Anschwellungen des Rindenparenchyms und 
wurden gegen Ende der Kulturdauer gelblich bis braun. 


Tabelle 1. 
Einflup direkter Bakterienbeimpfung auf das Liéingenwachstum isolierter Maiswurzeln 


| Ausgangs- | Endlinge | Zuwachs 
Art der Bakterien linge | 

cm | em cm 
Azotobacter chroococcum. ........-. | Or tase 1,32 
‘Bacillus subtilis’ ..". 2 0 ek eee cee ee / 1,0 | 2,16 1,16 
Bacillus:mycoides’>. See 10st Vets te se eee 1,0 | 2,71 1,71 
Bacterium radicicolars | cme emesis ema | 1,0 ost? 1,12 
Kontrolie. sack bh. sedaedeley heaton ae 10 4) 7.88 6,88 


Wahrend obige Versuche mit normalen Nahrbéden ausgefiihrt worden 
waren, sollte nun versucht werden, ob Azotobacter auf Grund seiner 
Fahigkeit, Luftstickstoff zu binden, auf stickstoffarmen Nahrbéden eine 
Férderung auszulésen vermag. Zu diesem Zweck kamen alle stickstoff- 
haltigen Salze der Naihrlésung in Wegfall. Das gleichzeitig damit ent- 
fallende Ca wurde in Form von CaCl, in aquivalenter Menge wieder 
zugesetzt. Alle anderen Bestandteile des Nahrbodens blieben unver- 
aindert. Als Versuchsobjekte dienten sowohl Bohnen- als auch Mais- 
wurzeln. Die Beimpfung erfolgte mit 2 verschiedenen Stammen von 
Azotobacter chroococcum, die sich bei Bodenimpfungen in der Praxis 
besonders gut bewahrt hatten. In den Tab. 2 und 3 sind die Durch- 
schnittswerte der Endlangen nach 14tagiger Kulturdauer wiedergegeben. 


Tabelle 2. HinfluB von Azotobacter chroococcum auf das Léingenwachstum isolierter 
Bohnenwurzeln, die auf stickstoff-freiem Substrat kultiviert wurden. 


Ausgangs- | Endlinge | Zuwachs 
Azotobacter chroococcum lange | 
| em cm | em 
Stamens hay nee Wie wR erie LS 0,7 | 1,85 | 1,15 
Scns? Cte eS rn ao eae Nees lee Oe A S80 ieee eee 
IControll@n snc. ne sich Wis Ge + em ibs. a a wes RSLS pedi ie | 3,30 


Wie die Tab. 2 und 3 zeigen, erfolgte auch auf stickstofffreiem Nahr- 
boden nicht nur keine Férderung, sondern sogar eine deutliche Hemmung. 
Dabei erwies sich Stamm | wirksamer als Stamm 2. Erwartungs- 
gemaB war der Zuwachs auch in den Kontrollen nur sehr gering, da nur 
der in den Wurzelspitzen vorhandene Stickstoff zur Verfiigung stand. Die 
Wurzeln entwickelten sich zu diinnen, fadigen Gebilden und stellten nach 
Erschopfung der Stickstoffreserven ihr Wachstum ein. Die beimpften 
Wurzeln waren von den Bakterien dicht umwachsen und wieder etwas 
dicker als die Kontrollen. 


 Herrn Prof. Dr. Sawosttn bin ich fiir die Uberlassung der Azotobacter-Stamme 
zu groBem Dank verpflichtet. 
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Tabelle 3. HinfluB von Azotobacter chroococcum auf das Liéngenwachstum isolierter 
Maiswurzeln, die auf stickstofffreiem Substrat kultiviert wurden. 
| 


Ausgangs- Ali : 

Azotobacter chroococcum linge EPuAne epraghs 
em em | cm 
pean iii. sumrtusbetfounenway Jeloiy eotOS title S E90 Fah dst 
SUGAR DD PRY Ble es Pere Aaa a ee aa0).8 | 2.5 | 1,7 
ISSTYAUN ROBE ot» Ae Ao ge Gee ee ON Se eee i / 40:8 l. 4,2 | 3,4 


Bei Kulturen von Leguminosenwurzeln war es naheliegend, auf die 
Entstehung von Wurzelknéllchen zu achten. Lewis u. McCoy (1933) 
hatten schon vor lingerer Zeit im Rahmen von Untersuchungen iiber die 
Abhangigkeit der Kndllchenbildung von der Kohlenhydratversorgung 
der Pflanze auch mit isolierten Wurzeln gearbeitet und dabei in einem 
einzelnen Falle eine Knéllchenbildung durch Infektion mit Bacteriwm 
radicicola erzielt. Weitere Bestiitigungen dieses Befundes liegen seither 
nicht mehr vor. In eigenen Versuchen wurde so verfahren, daB gut 
entwickelte Kulturen von Erbsen-, Bohnen- und Lupinenwurzeln mit 
entsprechenden Stémmen von Bacterium radicicola! infiziert wurden. 
Dies erfolgte durch Bestreichen der Wurzeln mit einer Ose voll Bakterien 
bzw. durch Anstechen der Wurzel mit einer infizierten Nadel. Schon in 
wenigen Tagen verbreiteten sich die Bakterien iiber die ganze Wurzel und 
den Nahrboden und fiihrten zu den tblichen Wachstumshemmungen. 
Durch sehr vorsichtiges Anstechen der Wurzel gelang es zwar, die 
Infektionsherde so klein zu halten, da®B bis zu einer wesentlichen Aus- 
breitung der Bakterien 8—10 Tage vergingen, in denen die Wurzeln ganz 
normal weiter wuchsen, aber auch in diesen Fallen kam es in keinem Fall 
zur Bildung von Kndllchen. 

Da GAUMANN u. Mitarb. (1945) in neuerer Zeit zeigen konnten, da8 in 
Wasserkulturen die Haufigkeit der Knéllchenbildung durch Ver- 
minderung der Stickstoffgaben wesentlich erh6ht werden kann, wurden 
mehrere Versuchsreihen angesetzt, bei denen Nahrbéden mit abgestuften 
Stickstoffkonzentrationen einschlieBlich vollstindig stickstofffreier Pro- 
ben verwendet wurden. Auch diese Versuche verliefen negativ. Offen- 
sichtlich bietet der Nahrboden den Bakterien zu giinstige Bedingungen, 
als da® sie in die Wurzel selbst eindringen wiirden. Weitere Versuche mit 
dieser Methodik erschienen daher zwecklos. 

b) Wirkung von Bakterienfiltraten auf isolierte Wurzeln. 

Als Ursache der durch die Bakterien hervorgerufenen Wachstums- 
hemmungen lassen sich 3 Méglichkeiten heranziehen. 

1. Die Bakterien entziehen den Wurzeln den gebotenen Zucker und 
stellen damit eine Nahrungskonkurrenz dar. . 


1 Herrn Dr. H. PoscHENRIEDER bin ich fiir die Besorgung verschiedener Stamme 
von Bact. radicicola zu groBem Dank verpflichtet. 
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2. Durch die reichliche Schleimproduktion der Bakterien wird die 
Wurzel vom Nihrboden abgesperrt. 

3. Die Bakterien produzieren Wirkstoffe, die in starken Konzentratio- 
nen fiir die Wurzeln schidlich sind. 

Punkt 1 und 2 sind sicherlich nicht ganz ohne Bedeutung, kénnen aber 
nicht erklaren, da die glhemmten Wurzeln anschwellen. Auch die Ver- 
farbung der Wurzeln und das baldige Absterben lassen sich schlecht nur 
als Folge von Nahrungsmangel deuten. Daher galten weitere Versuche 
der Klarung von Punkt 3. Der einfachste Weg dazu bestand darin, dal 
die Bakterien nicht mehr unmittelbar auf die Wurzeln geimpft wurden, 
sondern dafs den Wurzelnahrbdden bakterienfreie Filtrate zugesetzt 
wurden. Waren tatsaichlich Wirkstoffe produziert worden, so muBten sie 
sich auch jetzt noch durch eine Wachstumsbeeinflussung zu erkennen 
geben. AuBerdem war mit dieser Methode die Méglichkeit gegeben, die 
Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung zu priifen. 

Als eventuell auftretender Wirkstoff war von vorneherein 6-Indolyl- 
essigsiure (IES) wahrscheinlich, da diese bei Wurzelkulturen in starkeren 
Konzentrationen neben einer Wachstumshemmung die gleichen charak- 
teristischen Verdickungen hervorruft, wie unter anderem GEIGER-HUBER 
u. BurLett (1936) und KanpLerR (1950) zeigen konnten, und die Pro- 
duktion derselben durch Mikroorganismen wiederholt (siehe das Sammel- 
referat von JANKE 1939) nachgewiesen wurde. Bekanntlich ist Trypto- 
phan eine wichtige Vorstufe der [ES-Synthese, und auf tryptophan- 
reichen Nahrbéden wird in erh6htem Umfang IES gebildet. Daher kamen 
in vorliegenden Versuchen stets 2 verschiedene Bakteriennahrbéden zur 
Verwendung. Wahrend der eine die eingangs angegebene Zusammen- 
setzung besaB, erhielt der andere einen Zusatz von 0,3° Pepton, das 
bekanntlich besonders reich an Tryptophan ist. Bei den Filtraten des 
2. Nahrbodens war also eine verstirkte Wirkung zu erwarten. 


Tabelle 4. HinfluB des 1: 10 verdiinnten Filtrats von Azotobacter chroococcum auf 
isolierte Erbsenwurzeln. (Bakteriennihrlésung mit Zusatz von 0,3% Pepton Witte.) 


| 
Ausgangs- dlinge 
Azotobacter chroococcum linge cae Taree 
cm cm cm 
Stain begs flee. Zoegchs ak PP. 09 | 6,20 5,30 
SUN aAbas pe ee, Fey | Ae eee ee en ee eee TROLS Yee 0.9 ok 620 5,80 
oh a RNS tr Rat gis ates |. 09 | 9,78 | 8,88 


Zunichst kamen die beiden bereits oben erwaihnten Stamme von 
Azotobacter chroococcum einerseits, Erbsenwurzeln andererseits zur Ver- 
wendung. Zu je 9cm* Wurzelnihrboden kam ein Zusatz von 1,0 em? 
Bakterienfiltrat, so da& eine Verdiinnung 1: 10 vorlag. Die Kontrollen 
erhielten einen entsprechenden Zusatz der urspriinglichen Bakterien- 
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naéhrlésungen. Die Durchschnittswerte der Endliingen von je 10 Wurzeln 
nach 14tagiger Kultur sind in den Tab. 4 und 5 zusammengestellt. 


Tabelle 5. Entsprechend der Tabelle 4, aber ohne Peptonzusatz. 


Ausgangs- 


Azotobacter chroococcum lange eer prac 
cm cm cm 
Sian lets white See uastes a) wrmtscn ee ts 1,0 4,51 3,51 
SOE TNITIEO Cn ae IP aE er Le 1,0 4,81 3,81 
IN @ia galls: 2a ge ae eee ee ee 1,0 (980,43 4,43 


Aus den Tabellen geht deutlich hervor, da8 auch die Filtrate eine 
Wachstumshemmung hervorrufen. Dabei erweist sich wie in den Tab. 2 
und 3 der Stamm | wieder wirksamer als Stamm 2. Vergleicht man, die 
Zuwachswerte der Kontrollen, so ergibt sich bei der Probe mit Pepton- 
zusatz eine erhebliche Forderung gegeniiber dem normalen Nahrboden. 
Dies ist bei Leguminosenwurzeln eine allgemeine Erscheinung, wihrend 
bei Maiswurzeln ein Peptonzusatz schidlich wirkt, wie Tab. 6 zeigen 
wird. Berechnet man die prozentuale Hemmung des Lingenzuwachses 
fir die Probe mit Pepton, so ergeben sich 45% bzw. 37,5%, wahrend sie 
bei der Probe ohne Pepton nur 21% bzw. 17% betrigt. Dieser Befund 
spricht dafiir, da8 bei Anwesenheit von Pepton tatsiichlich eine groBere 
Wirkstoffmenge produziert wurde. 

Nachdem sich nun die Vermutung, daf eine Wirkstoffwirkung vorlag, 
bestatigt batte und die Annahme, daf8 es sich bei dem Wirkstoff um IES 
handeln kénnte, verstaérkt worden war, sollte bei einem weiteren Versuch 
die Konzentrationsabhangigkeit und die Thermolabilitét des Wirkstoffs 
untersucht werden. Zur Verwendung kam ein Stamm von Bacillus subtilis 
und Maiswurzeln. Die Filtrate wurden in 3 Verdiinnungsstufen (1: 10; 
1: 100; 1 : 1000) zugegeben. Eine weitere Reihe, die eine Verditnnung von 
1: 10 enthielt, wurde vor dem Anlegen der Kulturen noch 3mal je 45 min 
unter 1 Atm. Druck sterilisiert. Die Ergebnisse zeigen die Tab. 6 und 7. 


Tabelle 6. HinfluB des Filtrats von Bacillus subtilis auf das Lingenwachstum isolierter 
Maiswurzeln. (Bakteriennihrlésung mit Zusatz von 0,3% Pepton Witte.) 


Anfangs- | Bndlinge | Zuwachs 
Konzentration lange 

em cm cm 
CaS «gle SO OR CUES 1S A ce 0,8 | 3,78 2,98 
ea OMENS mnt PTO ES A03is Hotut, Oa, 0,8 6,38 5,58 
eel OOO smi PS ~rshiot des blact A xu) gees 0,8 5,80 5,00 
1:10 3mal je 45 minerhitzt. ........ 0,8 5,00 4,20 
NNONULOMC MEME ec eae cies he is ns ce 8 me 0,8 5,76 4,96 


In den Proben mit Peptonzusatz bewirkte, wie Tab. 6 zeigt, die starkste 
Konzentration eine starke Hemmung, wihrend die nichst niedere eine 
schwache Foérderung (~ 20%) hervorrief und die schwachste wirkungslos 
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blieb. Bei der erhitzten Probe war die Hemmwirkung zwar deutlich ab- 
geschwicht, aber nicht restlos beseitigt. Aus Tab. 7 geht hervor, da8 bei 
den Proben ohne Peptonzusatz bereits die stirkste Konzentration eine 
Forderung von ~ 30% ausléste, die schwacheren aber unwirksam waren. 
Auch hier ging durch Erhitzen der gr6éBte Teil der Wirksamkeit verloren. 


Tabelle 7. Wie Tabelle 6, aber ohne Peptonzusatz. 


| Anfangs- | —ndlinge | Zuwachs 
Konzentration | lange 

| cm em cm 
1 3:40 bea achat dita. ale a ae a ae ah ea | 0,8 9,54 8,74 
RE Fi We a abn Ri of pao eed Ole Be Bc | 0,8 7,70 6,90 
TSTOOO coerce, re te ee ee peg aa ee 6,70 
1:10 3mal je 45 minerhitzt. .. 2... 2... 20S" 4 eNOS 7,18 
Kontrolle bahodasd hi tethiow ad Bie iit, DE} ref; 62 6,82 


Wie im vorhergehenden Versuch zeigt sich auch hier wieder die ver- 
stirkte Wirkstoffbildung bei Zusatz von Pepton. AuBerdem ergibt sich 
aber, daB Hemmung und Foérderung wie bei IES nur eine Frage der ver- 
wendeten Konzentration sind. Der Befund, dai durch Erhitzen die 
Wirksamkeit stark herabgesetzt wird, deckt sich ebenfalls gut mit der 
Annahme, daB es sich um IES handelt, da diese bekanntlich ebenfalls 
stark thermolabil ist. 

Eine weitere Moglichkeit, die Beteiligung der IES wahrscheinlich zu 
machen, bestand darin, das Filtrat im saueren py-Bereich mit Ather aus- 
zuschiitteln. Dabei ginge die IES in den Ather und die Wirksamkeit des 
Filtrats miiBte nachlassen. Versuche dieser Art blieben jedoch erfolglos, 
da es nicht gelang, nach dem Ausschiitteln den Ather wieder restlos aus 
dem Filtrat zu entfernen. Selbst nach stundenlangem Evakuieren blieben 
geringe Spuren des Athers oder Beimengungen desselben im Nahrboden 
zuriick und hemmten das Wurzelwachstum so stark, daB die Versuche 
nicht ausgewertet werden konnten. 

C. Diskussion. 

In der bereits eingangs erwihnten Arbeit stellte KRASILNIKOF fest, daB 
Filtrate von Azotobacter chroococcum das Wachstum isolierter Erbsen- und | 
Weizenwurzeln hemmen, solche von Azotobacter Vinelandii dagegen 
fordern. Im Avenatest erwies sich nur das Filtrat von A. chroococcum als 
wirksam, das von A. Vinelanditi war unwirksam. Da er auch nach 
20mintitigem Erhitzen der Filtrate noch eine Hemmwirkung fand und 
die Ansicht vertritt, daB auxinartige Stoffe auf jeden Fall eine Wachs- 
tumsforderung hervorrufen miiBten, kommt er zu dem SchluB, daB es 
sich bei den beobachteten Effekten nicht um Wirkungen von Stoffen 
dieser Gruppe handeln kénne. 

Nach unserer Vorstellung bestiitigen jedoch gerade die Befunde von 
KRASILNIKOF die Beteiligung von ,,Auxin‘‘ an der Wachstumsbeein- 
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flussung, denn im Avenatest sind nur relativ starke Konzentrationen 
wirksam, die auf das Wurzelwachstum bereits hemmend wirken, wie dies 
auch in den Versuchen Krasiunrkors der Fall ist. Die Unwirksamkeit 
des 2. Filtrats im Avenatest sagt aber nichts dagegen aus, da$ nicht doch 
geringe Spuren von ,,Auxin‘‘ vorhanden sind, die bei den viel empfind- 
licheren Wurzeln noch Férderungen auslésen. Da& Krastuntkor keine 
Inaktivierung des Wirkstoffes durch Erhitzen feststellen konnte, beruht 
vielleicht darauf, da er nur einmal 20 min lang erhitzte, wihrend in den 
eigenen Versuchen 3mal je 45 min unter Druck erhitzt wurde. Es mu8 
allerdings noch einmal bemerkt werden, daB in den eigenen Versuchen 
auch keine restlose Inaktivierung erreicht wurde. Man mu& daher an- 
nehmen, daf es sich zwar im Wesentlichen um eine [ES-Wirkung handelt, 
aber durchaus noch andere Stoffe beteiligt sein kénnen, deren Einflu8 
allerdings viel geringer ist und mit der hier verwendeten Methode wohl 
kaum erfaBt werden kann. Zu ganz aihnlichen Ergebnissen kam auch 
KRONBERGER (1949) in einer nach Abschlu8 vorliegender Untersuchungen 
erschienenen Arbeit. Auf Grund von Versuchen mit verschiedenen Keim- 
pflanzen und Azotobacter kommt er zu der Uberzeugung, da es sich bei 
der unterschiedlichen Wirksamkeit verschiedener Stémme nicht um 
qualitative, sondern nur um quantitative Unterschiede in der Wirkstoff- 
produktion handelt, und vermutet ebenfalls IES als Hauptbestandteil 
des Wirkstoffes. 

Auf Grund der hier berichteten Ergebnisse la8t sich folgendes Bild der 
natiirlichen Verhaltnisse im Boden entwerfen: Im Boden sind die 
Bakterien der Rhizosphire auf die geringen Mengen organischen Materials 
angewiesen, das die Wurzeln durch Abschiilfern der Rinde und Aus- 
scheidung noch nicht niher definierbarer Substanzen liefern. Daher ver- 
mégen sie nicht wie bei den Wurzelkulturen tippig zu wuchern, und ihre 
Wirkstoffproduktion bleibt in der Regel auf Mengen beschrankt, die fiir 
die Wurzeln forderlich sind. Die Spezifitaét von Bakterienstamm und 
Wurzel ergibt sich aus den bei verschiedenen Pflanzenarten andersartigen 
Wurzelausscheidungen einerseits und den unterschiedlichen Ernahrungs- 
anspriichen der Bakterien andererseits. Da die Wirkstoffproduktion der 
Bakterien von der Art ihrer Ernahrung abhangig ist, erscheint es ver- 
standlich, daB der gleiche Bakterienstamm bei einer Pflanzenart 
hemmend, bei einer anderen dagegen fordernd wirken kann. 


Zusammenfassung. 
1. Direkte Beimpfung in vitro kultivierter Wurzeln mit verschiedenen 
Bodenbakterien fihrt in allen Fallen zu starker Wachstumshemmung. 
2. Auch der Zusatz von Bakterienfiltraten zam Wurzelnahrboden ruft 
Wachstumshemmung hervor, wodurch die Annahme einer Wirkstoff- 
wirkung bewiesen wird. 
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3. Da je nach Konzentration des Filtrats Wachstumshemmung oder 
Forderung auftritt, bei Zusatz von Pepton zum Bakteriennahrboden die 
Wirkung verstarkt wird und durch Erhitzen des Filtrats eine weitgehende 
Inaktivierung des Wirkstoffes erfolgt, wird angenommen, daf es sich vor- 
wiegend um f-Indolylessigsaure handelt. 
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Die Wirkung natiirlicher Ultraviolettstrahlung 
auf die Chlorophylizerstérung von Planktonalgen. 


Von 
FRITZ GESSNER und AMELY DIEHL. 


Mit 10 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 2. September 1950.) 


Da8B der sichtbare Bereich der Sonnenstrahlung auf Art und Verteilung der 
Pflanzen einen entscheidenden EinfluB ausiibt und durch die quantitativen Ab- 
stufungen seiner Intensitat Sonnen- und Schattenpflanzen erzeugt hat, gehért zu 
den altesten Erkenntnissen physiologisch-dkologischer Forschung. Desgleichen ist 
seit langem bekannt, daB die Anpassung der Pflanzen an verschiedene Licht- 
quantitaten konstitutioneller sowie modifikativer Art sein kann. 

Wesentlich ktirzeren Datums ist die Erkenntnis, daB auch die Ultra- 
violettstrahlung der Sonne eine Auslesewirkung auf die Pflanzenwelt aus- 
bt. Dies hat 3 Ursachen. Erstens ist es weit schwieriger, im kurz- 
welligen Bereich der Sonnenstrahlung Intensitaétsmessungen durch- 
zufihren als im sichtbaren Licht. Zweitens sind Unterschiede der UV- 
Intensitaét in der Regel mit gleichgerichteten Unterschieden der Licht- 
intensitat gekoppelt, so daB es nicht ohne eingehende Analyse moglich 
ist, zu entscheiden, welchem Teil des Sonnenspektrums nun gerade die 
ausschlaggebende Rolle zukommt. Okologisch ist hier nur der Vergleich 
der Hochgebirgsflora mit jener des Tieflandes verwertbar, da bei 
steigender Meereshohe der UV-Anteil der Sonnenstrahlung viel starker 
zunimmt als das sichtbare Licht. Aber auch dieser Vergleich fiithrt noch 
nicht zu eindeutigen Ergebnissen, da das gesamte dkologische Milieu im 
Tiefland und im Gebirge denkbar verschieden ist und wir also auch hier 
mit einer groBen Zahl von Unbekannten zu rechnen haben. Erst experi- 
mentelle Untersuchungen unter wohl definierten Bedingungen (v.WETT- 
STEIN u. PIRSCHLE, 1940, 1941) haben uns daher die hohere UV-Resistenz 
der Hochgebirgsflora erkennen lassen. Die dritte Schwierigkeit, die 
dkologische Bedeutung der UV-Strahlung zu erkennen, beruht darin, daB 
die Primarwirkungen des UV auf Zellbestandteile kaum zu analysieren 
sind, denn auch die morphologischen Anderungen, die z. B. BUNNING 
(1947) an Tropenpflanzen bei mehrstiindiger intensiver UV-Strahlung an 
den Zellkernen feststellen konnte, lassen ja noch keine Riickschliisse auf 
die Art der Vorgange zu, denen sie ihr Entstehen verdanken. Wir konnen 
nur feststellen, daB die UV-Wirkung — namentlich bei starkeren 
Intensitaten — wohl ausnahmslos eine schadigende sein diirfte, denn alle 
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Erfahrungen an Gewachshauspflanzen sprechen ja dafir, da zum 
normalen Gedeihen der Pflanzen zum mindest das durch das Glas ab- 
gefilterte UV nicht notig ist. 

Wenn wir das Problem der UV-Resistenz untersuchen, so bedeutet es 
demnach einen wesentlichen Vorteil, daB wir im Chlorophyllapparat der 
Pflanzen ein Organ besitzen, dessen verschiedene UV-Resistenz einen 
feinen Indikator fiir die 6kologische Bedeutung der UV-Wirkung dar- 
stellt. Aus Untersuchungen von Montrort und ZOLLNER (1942) wissen 
wir, daB der Chlorophyllapparat gegeniiber der intensiven Strahlung bei 
einzelnen Pflanzen sehr verschiedene Grade der Widerstandsfahigkeit 
aufweist, und neuerdings konnte Montrorr (1950) nachweisen, da 
sowohl im Hochgebirge wie in der Tiefebene Typen konstitutioneller — 
sowie modifikativer Anpassung vorhanden sein kénnen. 

Wenn wir aber nun Untersuchungen an héheren Pflanzen anstellen, so 
k6énnen wir ohne entsprechende Analyse nicht von vornherein sagen, ob 
die verschiedenen Grade von Chlorophyllschwund wirklich auf Ver- 
schiedenheiten in der Struktur des Chlorophyllapparates beruhen, die 
Resistenzunterschiede also auf Eigenschaften des Protoplasmas und der 
Plastiden zuriickzufiihren sind, oder einfach auf die verschieden stark 
ausgepragte Kigenschaft der Pflanze, die schidigende UV-Strahlung von 
den empfindlichen Zellbestandteilen fernzuhalten. Untersuchungen von 
Buwnine (1947) haben ja ergeben, da pflanzliche Epidermen je nach 
dem Grade ihrer Wachseinlagerungen das UV sehr unterschiedlich 
absorbieren. Auch dem im Zellsaft gelésten Anthocyan kommt wegen 
seiner hohen UV-Absorption sicher die Bedeutung des Schutzes vor zu 
starker kurzwelliger Strahlung zu. 

Derartige Schutzeinrichtungen fehlen nun den niederen Pflanzen wohl 
vollkommen, denn eine Cuticula treffen wir bekanntlich erst bei den Arche- 
goniaten an. Desgleichen fehlt das Anthocyan, das als UV-Schirm wirken 
kénnte. Dagegen bliebe zu priifen, wie weit Carotinoide als Schutz gegen 
kurzwellige Strahlung in Betracht kommen (vgl. 8. 446). Im allgemeinen 
werden wir aber erwarten diirfen, dafi Unterschiede in der Chlorophyll- 
resistenz bei den Algen in viel hGherem Mafe als bei Phanerogamen Aus- — 
druck von Verschiedenheiten des Chlorophyllapparates selbst sind. 

Ks ergibt sich somit die interessante Frage, welche Beziehungen 
zwischen diesen Typen und den Strahlungsbedingungen des Standortes 
der Algen bestehen. Diese Frage aber fiihrt uns sofort zu einem grund- 
legenden Unterschied zwischen dem Land und dem Wasser als Pflanzen- 
standort. Seitdem im Jahre 1883 Ta. W. ENGELMANN seine bekannte 
Theorie der chromatischen Adaptation der Meeresalgen aufgestellt hat, 
wurde die spektrale Verschiebung, welche die Strahlung im Wasser 
erleidet, ausschlieBlich fiir den sichtbaren Bereich dkologisch ausgewertet. 
Nun ist aber diese Verschiebung im kurzwelligen Bereich noch weit be. 
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trachtlicher, denn wenn z. B. die Intensitat des Lichtes bei einer Wellen- 
lange von 666 mu (dem roten Absorptionsmaximum des Chlorophylls) in 
1 m Wassertiefe auf etwa 1/, abgesunken ist, ist vom eingestrahlten UV 
bestenfalls noch 1/,) vorhanden (vgl. 8S. 447). In den obersten dm des 
Wassers werden wir also Unterschiede in der UV-Intensitit antreffen, die 
in der Atmosphire erst in Vertikalentfernungen von Kilometern auftreten. 

Aus den verschiedenen Resistenztypen des Chlorophylls gegeniiber dem 
UVeinerseits und dem starken Gefiille der kurzwelligenStrahlung imWasser 
andererseits ergibt sich das Thema der vorliegenden Arbeit, die sich zur Auf- 
gabe gestellt hat, die Beziehungen zwischen diesen beiden aufzufinden. 

Wir beschrankten uns hierbei auf Algen des Planktons, da bei diesen 
quantitative Chlorophyllbestimmungen leichter durchzufiihren waren, 
obgleich wir der Meinung sind, da festgewachsene Algen, die in ver- 
schiedener Wassertiefe siedeln, vielleicht noch feinere Abstufungen der 
Resistenz erkennen lassen werden. Es ist geplant, in spateren Unter- 
suchungen auch diese Fragen aufzugreifen. 


I. Methodik. 


Zur Untersuchung gelangte Phytoplanktonmaterial aus den oberbayrischen 
Voralpenseen in seiner natiirlichen quantitativen und qualitativen Zusammen- 
setzung. Wasserproben wurden am See in Literflaschen abgefiillt und kamen am 
folgenden oder spatestens zweiten Tage nach der Entnahme zur Bearbeitung. Zu 
diesem Zwecke wurde das Untersuchungswasser in runde Glasschalen gegossen, 
so daB es hier eine Schichthéhe von 1—5 cm Dicke hatte. Diese Glasschalen wurden 
in einer groBen, wasserdurchspiilten Glaswanne exponiert, so daB selbst nach viel- 
stiindiger intensiver Sonnenbestrahlung keine Erwarmung tiber die Anfangs- 
temperatur erfolgte. (Die mit Glas bedeckten Schalen waren allerdings in der 
Regel etwa 2° warmer als die unbedeckten.) Wahrend die eine Schale frei der Sonnen- 
strahlung ausgesetzt war, wurde die andere zur Ausschaltung der UV-Strahlung 
mit einer 0,5 cm dickeri und drei diinnen Glasplatten bedeckt. Die spektroskopische 
Priifung der dicken Glasplatte ergab hier im Spektrum des Fe-Bogens einen Beginn 
der Absorption bei 351 my. Die letzte beobachtbare Linie lag bei 344 my, die erste, 
nicht mehr zu sehende Linie bei 339 mu. Da hierzu noch die Absorption der drei 
diinnen Glasplatten kam, diirfen wir annehmen, daB von der Gesamt-UV-Strahlung 
des Sonnenlichtes noch eine geringe Menge des langwelligen UV vorhanden war, 
daB aber schon von einer Wellenlange von etwa 350 mu an eine praktisch voll- 
kommene Ausschaltung erreicht werden konnte. 

Um auch das langwellige UV entfernen zu kénnen, wurde in einigen Fallen tiber 
die Schale mit dem Versuchswasser eine Glaswanne mit einer Chininsulfatlésung 
gelegt. Die Exposition erfolgte auf einer nach Siiden liegenden Terrasse des 
botanischen Institutes, wohin die Sonne von 8 Uhr friih bis 17 Uhr ungehindert 
Zutritt hatte. Die Messung der UV-Strahlung erfolgte mit dem UV-Dosimeter, 
welches bekanntlich vornehmlich den kurzwelligen UV- Bereich erfaBt. Die Gesamt- 
strahlung wurde mit dem Robitsch-Aktinographen ermittelt, doch soll von der 
Wiedergabe dieser Kurven hier abgesehen werden. 

Nach einer Expositionsdauer von einigen Stunden wurde der Inhalt der beiden 
Glasschalen gut durcheinandergeriihrt und jeweils die gleiche Wassermenge ab- 
gefiillt. (Da aus der Schale ohne Glasplatte inzwischen etwas Wasser verdunstet 
war, muBte natiirlich vorher auf das Ausgangsvolumen aufgefiillt werden.) 
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Die entnommenen Wasserproben wurden in einem Stefifilter unter Druck durch 
ein Cellafilter gepreBt, das eine maximale Porenweite von 1 yu hatte. Der Filter- 
riickstand wurde in Methanol aufgelést (Einwirkungsdauer des Methanols etwa 
12—24 Std) und hernach die Lésung in die Mikrokiivette des Pulfrich-Photo- 
meters abgefiillt. Die Chlorophyllbestimmung erfolgte bei einer Wellenlange von 
666 my, wie dies von GussNER (1944) beschrieben worden ist. Kine chromatogra- 
phische Trennung der einzelnen Pigmente erfolgte nicht, da hierzu das Material — 
nicht ausgereicht hatte. Uber das Verhalten der Carotinoide kann infolgedessen 
in dieser Arbeit nichts ausgesagt werden. 


II. Versuchsergebnisse. 
A, Die Chlorophyllzerstérung in natiirlichen Phytoplanktongesellschaften. 


1. Kieselalgengesellschaften. 


Zur Untersuchung gelangte zunachst das Wasser des ,,Klostersees‘‘ bei 
Seeon, eines kleinen, sehr eutrophen Sees, 6 km nérdlich von Seebruck 
(Chiemsee) gelegen. An bei- 
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a & dra acus f. delicatissima. 
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Blaualge Lyngbya limnetica 
zahlreich vorhanden. Quan- 
titativ war die Plankton- 
menge zwischen dem 12. 
2 Mai und dem 15. Juni 
stark zuriickgegangen. 

Die .Ergebnisse dieser 
Versuche sind in Abb. 1 und 
2 wiedergegeben. Wir er- 
kennen, dak die Wasser- 
proben, die mit den Glas- 
platten bedeckt gewesen 

Tageszeit und so vor der Einwirkung 
Abb. 1. Chlorophyllabnahme des Klostersee-Planktons am der kurzwelligen UV- Strah- 
Schalen, UV = OnlorophyligehaitindenmitGluplsten 1078 Weltgehend ‘geschittat 
bedeckten Schalen. Kreise = Werte des UV-Dosimeters. Die waren, praktisch keinen 
gleichen Signaturen gelten fiir alle folgenden Abbildungen. Chlorophyllschwund erken- 
nen lassen, wihrend dieser in den offenen Schalen am 12. Mai 26 %, am 
15. Juni 55% betrug. Die UV-Strahlung hatte also eine gewaltige Ab- 
nahme des griinen Pigmentes verursacht, und es liegt nahe, die stirkere 
Zerstorung des Juni-Versuchs auch auf die héhere UV-Strahlung zuriick- 
zufiihren, denn diese betrug hier im Mittel 20,4 Einheiten gegentiber 
13 Einheiten am 12. Mai. Es muf jedoch noch die Méglichkeit offen- 
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gelassen werden, dafs die Unterschiede auch — wenigstens teilweise — 
auf dem verschiedenen physiologischen Zustand der Algen beruhen. 
Beachtenswert ist ferner die Tatsache, da die Chlorophyllabnahme 
annahernd linear mit der Bestrahlungsdauer erfolgte. 
70 
y chi/t 
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8 9 10 1 12 13 14 5 6h 
Abb. 2. Chlorophyllabnahme des Klostersee-Planktons am 15. Juni 1950. 


Genau die gleichen Ergebnisse wie die aus dem Klostersee gaben die 
Versuche, die mit Bodenseeplankton angestellt worden sind. Die Wasser- 
proben wurden am 3. Juni geschdpft (Lindauer Bucht) und am 4. und 
5. Juni verarbeitet (Abb. 3 u. 4). Das Phytoplankton bestand zu jener 
Zeit in der Hauptsache aus Cyclotellen, die ja immer die Masse des pflanz- 
lichen Bodenseeplanktons ausmachen (vgl. Grim, 1939). Sehr haufig 


F 9 70 1 12 73 14 75% 
Abb. 3. Chlorophyllabnahme des Bodensee-Planktons am 4. Juni 1950. 


waren auBerdem noch Fragilaria crotonensis, Tabellaria fenestrata, 
Asterionella formosa und Synedra acus f. delic. Auber diesen Kieselalgen 
waren noch vertreten Chlamydomonas spec., Dinobryon  sertularia, 
Sphaerocystis Schroeter, Ceratiwm hirundinella und Peridinium spec. 
Die Chlorophyllabnahme war beim Bodenseeplankton noch deutlicher 
als bei der Schwebeflora des Klostersees. Sie betrug am 4. Juni, einem 
Tag mit einer mittleren UV-Intensitat von 12 Hinheiten 54%, am 5. Juni 
(UV-Mittel 19,3 Einheiten) sogar 70% bei einer Expositionsdauer von 
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7—8 Std. Die UV-Strahlung eines einzigen Tages hatte also geniigt, um 
nahezu %/, der gesamten Chlorophyllmenge zu zerst6ren. Ob diese 
Zerstérung auch hier mit der Bestrahlungszeit linear ansteigt, konnte 
nicht ermittelt werden, da aus Materialmangel kein Zwischenwert 
genommen werden konnte. Die Abnahme des Chlorophylls unter den 
Glasplatten war auch beim Bodenseeplankton weit geringer als bei voller’ 
Einstrahlung, gegeniiber dem Klostersee aber doch immerhin deutlich. 

Ein ganz ahnliches Ergebnis brachten auch die Versuche mit dem 
Ammerseeplankton. Die Kieselalgen (Fragilaria crotonensis, Synedra acus 
}. delicatissima, Asterionella formosa) traten mengenmabig allerdings hier 
hinter Ceratiwm hirundinella zuriick. Mit der Exposition wurde um 
7,45 Uhr begonnen. Sie dauerte bis 15,45 Uhr. Die mittlere UV-Intensitat 
betrug 17,5 Einheiten. 
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Abb, 4, Chlorophyllabnahme des Bodensee-Planktons am 5. Juni 1950. 


Es ergaben sich hierbei folgende Chlorophyllwerte (y/L): Ausgangs- 
wert 11,7, Endwert mit UV 6,5, Endwert ohne UV 10,4. Der Chlorophyll- 
schwund unter UV-Wirkung betrug hier 44,5°, waihrend er unter den 
Glasfiltern nur etwa 10% ausmachte. Da die Hauptmasse — wie er- 
waihnt — aus Peridineen bestand, diirfen wir also sagen, daB diese 
Flagellaten hinsichtlich der Chlorophyllzerstérung genau so empfindlich 
sind wie Kieselalgen. 


2. Phytomonadenplankton. 

Um festzustellen, ob auBer Diatomeen und Peridineen auch andere 
Gruppen des Phytoplanktons einen gegeniiber UV empfindlichen 
Chlorophyllapparat besitzen, wurden Wasserproben aus dem WeBlingsee 
herangezogen. Dies ist ein kleiner, iiberaus planktonreicher See bei dem 
Orte WeBling (Strecke Miinchen-Herrsching). Die Zusammensetzung des 
Phytoplanktons, das seit Jahren Gegenstand eingehender Unter- 
suchungen ist (vgl. GmssNER, 1949), zeichnet sich dadurch aus, daB die 
Kieselalgen immer vollig zuriicktreten und die Hauptmasse von Phytomo- 
naden, Flagellaten, Chlorophyceen und kleinen Cyanophyceen gebildet wird. 
Die am 7. Juni gesch6pfte Wasserprobe enthielt in der Hauptsache 
Phacotus Lendneri (5000 Zellen in 1 em’). AuBerdem traten vereinzelt 
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noch Coelastrum reticulatum, Pediastrum duplex, Synedra acus f. deli- 
catissima und Tabellaria fenestrata auf. 2 Tage spiiter war Phacotus 
nahezu vollig verschwunden und an seine Stelle in fast gleicher Haufig- 
keit eine Chlamydomonas-Art getreten. 


9 70 77 72 73 14 15 16 fh 
Abb. 5. Chlorophyllabnahme des WeBlingsee-Planktons (Phacotus) am 7. Juni 1950. 


Die Abb.5 und 6 zeigen den Chlorophyllabbau nach 8stiindiger 
Exposition. Bei Phacotus betrigt er 77%, bei Chlamydomonas 67%, 
wobei es wiederum wahrscheinlich ist, dafi dieser Unterschied seine 
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Abb. 6. Chlorophyllabnahme des Weflingsee-Planktons (Chlamydomonas) am 9. Juni 1950. 


Ursache in der verschiedenen UV-Strahlung hat, denn diese betrug bei 
Phacotus im Mittel 21 Einheiten, bei Chlamydomonas 13,3 Kinheiten des 
Dosimeters. 

Der Chlorophyllapparat der Phyitomonaden ist also gegen das UV 
mindestens ebenso, wahrscheinlich aber noch empfindlicher als jener der 
Kieselalgen und Peridineen. Gegeniiber diesen zeigen die Phytomonaden 
aber einen wesentlichen Unterschied. Wahrend namlich die Kieselalgen 
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und Peridineen unter Glas keinen nennenswerten Chlorophyllabbau 
erkennen lassen, ist dieser bei Phacotus und Chlamydomonas betrachtlich. 
Er betrigt 33 bzw. 36%. 


Da — wie wir sahen — die Glasplatten noch einen Teil des langwelligen UV 
durchlassen, diirfen wir bei den Phytomonaden wohl in diesem die Ursache fiir 
die Chlorophylizerstorung sehen und wir diirfen weiter vermuten, daB es die 
braunen Pigmente sind, die den Diatomeen und Peridineen Schutz gegen diesen 
Strahlenbereich gewahren, kennen wir doch auch sonst Fille (z. B. bei Huglena 
sanguinea), wo Carotinoide als Strahlenschutz wirken. Es wird freilich weiterer 
Untersuchungen bediirfen, um diese Vermutung zu erharten. 


Bei vergleichenden Resistenzuntersuchungen mu natiirlich auch das a/b- 
Verhaltnis der Chlorophylle beriicksichtigt werden, denn nach Untersuchungen 
Eaxrzs (1944) ist a weniger resistent als b. Kieselalgen haben bekanntlich nur a, 
bei Chlamydomonas ist das a/b-Verhaltnis 5:1. Man sollte also bei diesen Phyto- — 
monaden eine gréBere Resistenz vermuten. Das Gegenteil war jedoch bei unseren 
Untersuchungen der Fall und zeigt uns, daB die Verschiedenheit in der Resistenz 
von a und b meist durch andersartige Bedingungen iiberlagert ist. 


B. Okologische Beziehungen zwischen U V-Strahlung und Chlorophyllabbau. 


Haben wir soeben festgestellt, daB oft ein einziger Tag intensiver Strahlung 
geniigt, um mehr als 70% der im Phytoplankton lokalisierten Chlorophyllmenge 
abzubauen, so fiihrt dies bei oberflichlicher Betrachtung zur Frage, wieso sich 
denn im freien Wasser lingere Zeit eine so empfindliche Algengemeinschaft halten 
konne, tibertrifft sie doch bei weitem die empfindlichsten Typen héherer Pflanzen, 
die wir in Héhlen oder tiefen Wasserschichten finden. Wahrend diese an ihrem 
natiirlichen Standort aber einer auBerst geringen Strahlung ausgesetzt sind, — 
scheint das Phytoplankton in den oberen Wasserschichten ungeschiitzt unter der 
vollen Strahlenwirkung der Sonne zu stehen. 


Hierzu ist zu sagen, daB sich die UV-Strahlung unter natiirlichen Bedingungen 
nur selten so extrem auswirken wird, wie in unseren Experimenten. Diese wurden 
ja so angesetzt, da die maximal mdéglichen UV-Intensitaiten zur Geltung 
kamen. Erstens wurde im Mai, Juni und Juli gearbeitet, also zur Zeit des héchsten 
Sonnenstandes. Zweitens wurden vor allem klare, méglichst wolkenlose Tage 
mit ununterbrochener starker Strahlung zu den Versuchen gewahlt. Drittens aber, 
und dies ist der entscheidendste Gesichtspunkt, wurde die Exposition ja in flachen 
Schalen bei einer Schichtdicke von wenigen Zentimetern vorgenommen, wahrend 
wir im Wasser ja mit einer Schichtdicke von mehreren Metern rechnen miissen. 


Wiirde eine Planktonalge sich wihrend des ganzen Tages an der Wasserober- 
fliche aufhalten, so mii®te hier der gleiche Pigmentabbau eintreten, wie in unseren 
Experimenten. Die epilimnische Oberflichenschicht eines Sees befindet sich aber 
zumeist in gewisser Turbulenz, so da also auch die Planktonalgen kurzfristig 
ihren Standort wechseln. Im Klostersee z. B. besitzt wahrend der Sommermonate 
das Epilimnion (d. h. die Wassermasse zwischen der Oberflache und der oberen 
Grenze der Temperatursprungschicht) eine Dicke von 4—5 m. Bei standiger Tur- 
bulenz wird also der mittlere Aufenthaltsort einer Planktonalge bei 2—2,5 m Tiefe 
sein. Wir miissen also die UV-Strahlung in dieser Tiefe unseren Betrachtungen 
zugrunde legen. 


Die wenigen bisher durchgefiihrten Messungen iiber die UV-Durchlassigkeit 
in Binnengewassern lassen erkennen, daB der Absorptionskoeffizient hier im UV 
sehr groB ist und mit abnehmender Wellenlinge rasch ansteigt. Fiir den Lunzer 
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Untersee konnten (nach Merxer, 1931) folgende Zahlen errechnet werden (zitiert 
nach SAUBERER und RuTtNeER, 1941): 


TORE GRO LES LAUR Cg ES sian er ea ea a 366 334 313 303 
Durchlassigkeit pro Meter in % .. . 13,3 3,8 2,0 0,6 


Im Davoser See wurde in der obersten Meterschicht mit dem UV-Dosimeter 
eine maximale Durchlissigkeit von 9,6% gefunden. 

Danach wiirde also in 1 m Tiefe rund 10% der einfallenden UV-Strahlung 
vorhanden sein, in 2 m Tiefe nach dem LampBertschen Gesetz rund 1%. 


Wir erkennen somit, da schon in geringer Wassertiefe die Intensitiat 
der UV-Strablung so klein ist, daB sie keine Bedeutung fiir den Chloro- 
phyllabbau haben dirfte. Auch wenn wir annehmen wollten, da8 die 
minimalen taglichen Schadigungen sich summieren — eine Annahme, die 
durch nichts gerechtfertigt ist —, miiBten wir lange Zeitraume zur Aus- 
wirkung derartiger Schadigungen annehmen. Dem widerspricht aber die 
Kurzlebigkeit der meisten Planktonalgen, deren Lebensdauer meist nur 
wenige Tage betragt (vgl. Grim, 1950). Nur an klaren und ganz ruhigen 
Tagen mag es vorkommen, da in der Oberflichenzone eines Sees eine 
lebhafte Chlorophylizerstorung einsetzt, doch diese wird dann auf die 
obersten dm beschrankt bleiben und insgesamt somit nicht ins Gewicht 
fallen. Im wbrigen darf nach den neuesten Angaben MontForts (1950) 
auch mit einer Regeneration des zerstérten Chlorophylls gerechnet 
werden. 

Nur jene Algen, welche als Wasserbliite lange Zeit an der Oberfliche 
schwimmen, werden der vollen UV-Strahlung ausgesetzt sein, doch ist 
anzunehmen, da diese eine hohe UV-Resistenz besitzen. 

Diirfen wir also zusammenfassend sagen, da die UV-Strahlung in 
tieferen Gewassern fiir den Pigmentabbau kaum eine Rolle spielt, so sieht 
unser Problem in flachen Gewassern ganz anders aus. Betragt die Wasser- 
tiefe nur wenige dm, so miiBte bei empfindlichen Typen binnen einiger 
Stunden bei gegebener Wetterlage ein erheblicher Chlorophyllschwund 
eintreten, der zum raschen Tode der Zellen fiihren wiirde. Es ist daher 
anzunehmen, daB in solchen Gewissern die UV-Strahlung eine Auslese 
resistenter Typen erzeugt hat. 

Leider finden sich in der Umgebung Miinchens nur wenige Gewasser, 
die sich fiir derartige Untersuchungen eignen. 

Die erste Untersuchung bezieht sich auf einen etwa 2. dem tiefen Enten- 
tiimpel bei Leutstetten, welcher ein aus Cryptomonaden und Euglena- 
Arten bestehendes Plankton besa8. Die Exposition erfolgte am 12. Juli 
von 12—16,30 Uhr bei einer mittleren UV-Intensitat von 19,5 Einheiten. 
Es ergaben sich hierbei folgende Chlorophyllwerte in y/L: Anfangswert 
62,4, Endwert mit UV 58,5, Endwert ohne UV 61,1. 

Hier ist also kein nennenswerter Chlorophyllschwund vorhanden, ein 
Verhalten, das also vollkommen unseren Erwartungen entspricht. Aller- 
dings miissen wir darauf hinweisen, da die Expositionszeit kiirzer war 
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als in den friiheren Versuchen und auSerdem die Strahlung durch zeit- 
weilige Bewolkung geschwacht war. 

Der zweite Fall bezieht sich auf einen kleinen Teich in den Isar- 
anlagen bei Miinchen, der eine mittlere Tiefe von 4—5 dm hatte. Sein 
Plankton bestand im wesentlichen aus Chlamydomonas. Am 19. Juli 


wurde es von 9—16 Uhr bei durchwegs sehr hoher UV-Strahlung 


exponiert, wobei sich der in Abb. 7 wiedergegebene Abfall zeigte. Hatte 
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Abb. 7. Chlorophyllabnahme im Plankton (Chlamydomonas) eines flachen Isarteiches. 


friiher das Chlamydomonas-Material des WeBling-Sees bei 8stiindiger 
Exposition und einer mittleren UV-Intensitit von 13,3 Einheiten einen 
Chlorophyllschwund von 67,6% gezeigt, so zeigte das Chlamydomonas- 
Material des flachen Isarteiches bei 7stiindiger Exposition und einer 
mittleren UV-Intensitit von 21,7 Einheiten einen Abbau von 32,8 %. 
Unzweifelhaft haben wir es hier also mit einer sehr UV-resistenten Art 
zu tun. 

Wie bei den hoheren Pflanzen gibt es also auch unter den Algen des 
Planktons Typen mit resistentem und mit labilem Chlorophyllapparat, 
wobei sich in jedem Einzelfall die Frage ergibt, ob es sich hierbei 
um Unterschiede konstitutioneller oder modifikativer Art handelt. 


Wahrscheinlich wiirden wir bei genauerer Analyse beide Méglichkeiten 
finden. 
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C. Untersuchungen an Algenkulturen. 


Die bisherigen Versuche waren von ékologischen Fragestellungen aus- 
gegangen, und zwar in doppeltem Sinne, denn es wurden ja natiirliche 
Planktongesellschaften in ihrer Beziehung zur natiirlichen UV-Strahlung 
untersucht. Bot dieses Verfahren den Vorteil der direkten Ubertrag- 
barkeit der Befunde auf die Verhiltnisse im freien Wasser, so verband 
sich damit der Nachteil, keine genau definierten Versuchsbedingungen 
zuzulassen. Ks war darum wiinschenswert, die bisherigen Befunde an 
Reinkulturen von Planktonalgen zu ergiinzen. 


1. Untersuchungen an Chlorophyceen. 


Als erste Form diente Chlorella, die in unserem Institut seit langem zu 
Assimilationsuntersuchungen gezogen wird und uns von Herrn Dr. 
KANDLER freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde. Wir ver- 
wendeten zuniachst eine sehr dichte Suspension und fanden die in Tab. 1 
wiedergegebenen Chlorophyllwerte. 


Tabelle 1. Chlorophyllgehalt einer Chlorella-Kultur bei UV-Exposition am 14. Juli 
1950 von S—I16 Uhr. 


Chlorophyll y/L 
fe Dichte Suspension Suspension verd. 
mit UV ohne UV mit UV ohne UV 
SEG SP gh Shana 3 Sonia ne 12,5 7125 7125 260 260 
ramet cs Sere Bee ows 18 
LAL ey RS Brae fe eee Oe ee 25,5 
sa NE I esi gOS 28 6675 6675 248 210 
Seer ett nent een tes 25,5 
DL IN, 2 22,5 
UG des SO cosh ae tded 14 6675 6675 210 210 


Wir erkennen aus den Werten unter ,,dichte Suspension“, da8 trotz 
sehr starker UV-Strahlung ein Chlorophyllschwund von nur 6,4% ein- 
getreten war, die Chlorella somit eine auBerordentlich resistente Form zu 
sein scheint. Nun zeigen aber die hohen Chlorophyllwerte, da®8 wir mit 
einer sehr dichten Suspension gearbeitet haben und somit die Moglichkeit 
der gegenseitigen Beschattung gegeben war. Es wurde darum von der 
gleichen Chlorella-Suspension eine starke Verdiinnung hergestellt und 
diese am gleichen Tage exponiert. Die Chlorophyllabnahme war hier 
stirker und betrug 19,3%. Sie war in den beiden Glasschalen mit und 
ohne Glasbedeckung im Endwert gleich, was darauf hindeutet, daB an der 
Schidigung entweder das sichtbare Licht oder die langwellige UV- 
Strahlung beteiligt war. Verglichen mit anderen Algen war aber Chlorella 
immer noch auferordentlich stabil, was um so erstaunlicher ist, als es 
sich um eine Schattenform mit einem tiefgelegenen Lichtoptimum (etwa 
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800 Lux) handelt. Schwachlichteinstellung und geringe UV-Resistenz 
brauchen also keineswegs immer parallel zu gehen. 

Es war nun zu priifen, ob diese hohe UV-Resistenz eine Eigentiimlich- 
keit von Chlorella (bzw. unseres Chlorella-Stammes) war oder auch bet 
anderen planktischen Chlorophyceen gefunden werden kann. Es wurden: 
darum aus Stimmen, die wir Herrn Prof. A. Prrson verdanken, in ver- 
diinnter Uspensxy-Lésung Kulturen von Scenedesmus quadricauda und 
Ankistrodesmus angelegt und unter gleichen Beleuchtungsbedingungen 
herangezogen (Nordfenster). Eventuelle Unterschiede mu8ten also 
konstitutioneller Art sein. Abb. 8 zeigt das Ergebnis einer am 7. August 
erfolgten Exposition. Wir erkennen, daB sich beide Formen durch ihre 
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Abb. 8. Chlorophyllabnahme in Reinkulturen von Scenedesmus und Ankistrodesmus 
am gleichen Tage. 


geringe Resistenz sehr wesentlich von Chlorella unterschieden, da sie 
aber auch untereinander sehr verschieden waren. Scenedesmus war hierbei 
wesentlich resistenter als Ankistrodesmus. Ohne UV zeigte Scenedesmus 
tiberhaupt keine Chlorophyllabnahme, mit UV betrug sie 64%; Ankt- 
strodesmus dagegen zeigte schon unter den Glasplatten einen Chlorophyll- 
verlust von 44%, bei voller Strahlungseinwirkung dagegen einen solchen 
von 86%, die maximale bisher beobachtete Pigmentabnahme, die schon 
mit freiem Auge am Ausbleichen der Suspension erkennbar war. 


Wir erkennen somit, daB sich zwei ganz nahe verwandte Formen, die 
unter den gleichen Bedingungen aufgezogen waren, hinsichtlich der UV- 
Resistenz des Chlorophyllapparates grundlegend unterscheiden kénnen. 

An Scenedesmus wurde auch ein Versuch angestellt, der die Frage 
klaren sollte, wie sich in abgetéteten Zellen die UV-Resistenz verhilt. Die 
Suspension wurde deshalb einige Minuten gekocht und nach dem Ab- 
kiihlen der Sonne ausgesetzt. Schon nach 2 Std war das Chlorophyll 
restlos zerstort. 

Der weitere Ausbau derartiger Versuche wiirde vielleicht die Frage 
klaren kénnen, wo denn eigentlich die Strahlenwirkung angreift. Grund- 
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sdtzlich wire ja eine Primarwirkung der Strahlen sowohl am Eiweif- 
stroma des Chloroplasten als auch an den Chlorophyllmolekiilen selbst 
denkbar. 


2. Versuche mit Phytomonaden. 


Aus Stammen, die wir Herrn Dr. Mornwus verdanken, wurden +- und 
—-Kulturen von Chlamydomonas eugametos in Volvoxnahrlésung (nach 
Usprnsky plus Erdabkochung) angesetzt und gleichzeitig exponiert. Es 
ergaben sich hierbei die Werte der Tab. 2. 


Tabelle 2. Chlorophyllgehalt von Chlamydomonas eugametos-Gameten bei UV-Expo- 
sition am 17. Juli 1950 von 9—16 Uhr. 


Chlorophyll »/L 


in +-Gameten in —-Gameten 


mit UV ohne UV mit UV ohne UV 


Anfangswert (9 Uhr). . ...... 299 299 299 299 
Zwischenwert (12 Uhr 30) .... 234 286 247 273 
(BiaciWerbn(.bOn Clb) scsi ats: ald. vans 195 247 182 247 
Chlorophyllabnahme in %... . 35 18 39 18 


Die geringe Differenz in der Resistenz der +-- und —-Gameten kann nicht 
als real angesehen werden, da sich bei einer Wiederholung des Versuchs 
das Verhiltnis gerade umkehrte. GroSenordnungsmaBig zeigt die 
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Abb. 9. Chlorophyllabnahme einer Reinkultur von -+--Gameten von Chlamydomonas eugametos. 
Es wurde in diesem Falle eine dritte Schale mit einem Chininsulfatfilter tiberdeckt, welches die ge- 
samte UV-Strahlung ausschaltete. Es zeigte sich hierbei keinerlei Pigmentzerstorung. 
Chlamydomonas-Kultur den gleichen Chlorophyllschwund wie die Form 
aus dem Teich der Isaranlagen (vgl. 8S. 448). In Abb. 9 sehen wir einen 
Versuch, in welchem das gesamte UV durch Chininsulfat abgefiltert 
worden war. Die vollig gleich bleibenden Chlorophyllwerte lassen 
erkennen, da8 der Chlorophyllschwund unter den Glasplatten auf Kosten 

des langwelligen UV geht. 
Als besonders empfindlich gegeniiber der UV-Strahlung erwies sich 
Volvox globator. Diese Form vermehrte sich 1942 im Wasserbecken des 
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Victoria-Hauses derart massenhaft, daB die geschépfte Wasserprobe 
praktisch einer Reinkultur gleichkam. Am 1. August 1942 wurden damit 
Flaschen mit einem Inhalt von 60 cm? gefiillt und um 8 Uhr frih in einer 
wassergefiillten Wanne der Sonnenstrahlung ausgesetzt. Eine zweite 
Wanne mit den Vergleichsproben wurde mit einer Glasschale bedeckt, — 
in der sich in 2 em Schichthdhe eine 0,2% Chininsulfatlésung befand, 
welche den ganzen UV-Bereich abfilterte. Das Ergebnis der Bestrahlung 
an diesem vollig wolkenlosen Sommertag zeigt Abb. 10. 

Obzwar die Volvox-Kulturen in Glasflaschen exponiert waren, so dab 
zum mindesten ein GroBteil des kurzwelligen UV abgeschirmt worden war, 
wurde das Chlorophyll innerhalb we- 
niger Stunden vollstandig zersetzt. Auch — 
das sichtbare Licht allein hatte eine 
zerstorende Wirkung, doch war diese 
weitaus schwacher. 

Die hohe Empfindlichkeit von Volvox 
gegentiber dem _ Ultraviolett lieBe 
erwarten, daB sich die Kugeln gegen- 
iiber zu starker UV-Intensitaét negativ 
phototaktisch verhalten. Obgleich nun 
Volvox in hohem Mabe phototaktisch 
ist, wie seine Vertikalwanderungen in 
{ae eek Gewassern beweisen (vgl. UTERMOHL, 
Abb. 10. Chlorophyllabnahme von Volvox 1924), laBt sich durch UV keine photo- 
giobator. — UV bedeutet hier einen Ver- _ taktische Wanderung auslésen. Bedeckt 
Nuk eaten irre tae estate man eine langliche Glaswanne zur einen 

worden. Halfte mit rotem, zur anderen mit 

blauem Glas, so wandern die Volvow- 

Kugeln in weniger als | min bei intensiver Belichtung in das blaue Feld — 
(vgl. GessnErR, 1943). Fiihrt man jedoch den Versuch so durch, da man 
die der direkten Sonnenstrahlung ausgesetzte Wanne zur einen Halfte un- 
bedeckt laBt, die andere Hiilfte jedoch mit einer dicken Glasscheibe iiber- 
deckt, so vermag der Volvox nicht die rettende UV-freie Zone aufzusuchen. 

Ob die phototaktischen Vertikalwanderungen anderer Flagellaten, wie 
wir sie oft in teichartigen Gewissern antreffen (vgl. WErmann, 1933) 
durch den UV-Gradienten gesteuert werden, miiBte durch eigene 
Untersuchungen geklirt werden. 


46% 


Zusammenfassung. 

Ziel vorliegender Arbeit war, zu untersuchen, ob das Chlorophyll von 
Planktonalgen durch den kurzwelligen Bereich der Sonnenstrahlung zer- 
stort wird und ob sich zwischen den Strahlungsbedingungen am Standort 
und den Resistenztypen Beziehungen erkennen lassen. 


Die Wirkung natiirlicher Ultraviolettstrahlung usw. 453 


Werden natiirliche Algengesellschaften des Phytoplanktons in flachen 
Glasschalen dem Sonnenlicht ausgesetzt, so wird innerhalb eines Tages 
1/,—3/, des Chlorophylls zerstért. Bedeckt man die Glasschalen mit dicken 
Glasplatten, um das kurzwellige UV auszuschalten, so tritt entweder gar 
keine Chlorophyllzerstérung auf (Diatomeen, Peridineen) oder sie ist 
weitaus geringer als bei Einwirkung der Gesamtstrahlung (Phyto- 
monadinen ). 

Die Chlorophylizerstérung steigt in vielen Fallen linear mit der 
Bestrahlungsdauer. 

In tiefen Gewassern spielt die Chlorophyllzerstérung keine Rolle, da 
das Ultraviolett im Wasser sehr rasch absorbiert wird und in 1 m Tiefe 
kaum mehr 10% der eingestrahlten Intensitét vorhanden ist. Die im Epi- 
limnion meist vorhandene Turbulenz verhindert, daB sich Planktonalgen 
lange in den alleroberstenWasserschichten aufhalten und hier durch das UV 
geschadigt werden. Das Phytoplankton tiefer Gewasser wird deshalb von 
extrem empfindlichen Algentypen gebildelt. 

Planktonalgen ganz flacher Gewasser erweisen sich als viel resistenter. 
Hier hat die UV-Strahlung offenbar eine Auslesewirkung ausgeiibt. 

Reinkulturen von Algen zeigen gegeniber der natiirlichen UV- 
Strahlung das gleiche Verhalten wie natiirliche Algengesellschaften; es 
ergeben sich jedoch selbst bei nahe verwandten Formen groBe Unter- 
schiede. So zeigt Chlorella einen sehr hohen, Scenedesmus und Anki- 
strodesmus einen sehr geringen Resistenzgrad. 

+- und —-Gameten von Chlamydomonas eugametos zeigen keinen 
Unterschied in ihrer UV-Resistenz. Das sichtbare Licht allein hat hier 
keinerlei Wirkung. Im Gegensatz dazu wirkt bei Volvox globator auch das 
Licht ohne UV zerstérend, allerdings weit weniger als die Gesamt- 


strahlung. 
Volvox ist nicht in der Lage, der schidigenden UV-Strahlung durch 


negative Phototaxis zu entgehen. 
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Untersuchungen iiber das Verhalten von Botrytis cinerea 
gegeniiber Seifen und Seifenersatzstoffen. 


Von 
WOLFGANG R. MULLER-STOLL. 


(Eingegangen am 6. Januar 1950.) 


Im praktischen Pflanzenschutz ist es seit langem tiblich, Seifenlésungen zur 
Bekampfung von Botrytis-Befall anzuwenden; insbesondere beim Weinstock dient 
die Seifenspritzung allgemein zur Bekampfung dieses Pilzes in seiner Form als Stiel- 
und Traubenfaule bei unreifen oder halbreifen bzw. bei reifenden Weintrauben. Die 
Bekampfung mit Seife wurde lange Zeit als brauchbar angesehen, obwohl wissen- 
schaftlich begriindete Beweise fiir ihre fungizide Wirksamkeit niemals beigebracht 
worden waren. In neuerer Zeit hat man Mittel von andersartiger chemischer Zu- 
sammensetzung, aber mit ahnlichen physikalischen Eigenschaften ihrer Lésungen 
(Erniedrigung der Oberflaichenspannung, Erhéhung der Benetzungsfahigkeit der 
Spritzbriithen) ebenfalls als Botrytis-Bekimpfungsmittel empfohlen, ohne geniigende 
Unterlagen iiber eine diesbeziigliche Eignung gewonnen zu haben. Auf Grund 
neuerer praktischer Erfahrungen hat man die Wirksamkeit der Seifenmittel und 
ahnlicher Praparate gegen Botrytis als Traubenschimmel verschiedentlich ange- 
zweifelt (NIEMEYER 1936), wahrend man gegen Botrytis als Stielfaule eine gewisse 
Wirksamkeit fiir méglich halt. Daher schien eine experimentelle Priifung der Frage 
angebracht, zumal sich dabei Einblicke in den Stoffwechsel des Pilzes von all- 
gemeinerer Bedeutung erwarten lieBen. Bei den Versuchen war das Hauptaugen- 
merk auf die saprophytische und wundparasitaére Erscheinungsform des Pilzes 
gerichtet; dementsprechend standen Kulturversuche auf kiinstlichen Substraten im 
Vordergrund. Bekanntlich handelt es sich bei dem wichtigen Grau- oder Trauben- 
schimmel des Weinstocks um einen Fall von Wundparasitismus, wobei der Pilz 
zunachst eine saprophytische Eingangsphase durchliuft, ehe er das intakte Gewebe 
befallt. 


Durch vorausgegangene Untersuchungen war festgestellt worden (MU LLER- 
SToLy 1950), daB Botrytis auf Nahrsubstraten, denen Seifenpriparate zugegeben 
waren, in der Regel noch gut zu wachsen vermag; teilweise ergaben sich sogar 
Entwicklungsférderungen durch Seifenzusitze. Nur bei héheren Konzentrationen, — 
die weit tiber jeder in der Praxis iiblichen Gebrauchskonzentration lagen, waren in 
manchen Fallen Hemmungserscheinungen zu beobachten, die jedoch keineswegs als 
eigentlich fungizider Effekt angesprochen werden konnten. Bei keinem der dabei 
untersuchten Seifenmittel oder Ersatzpriparate wurde eine derartige Hinderung des 
Wachstums festgestellt, da damit die Anwendung dieser Stoffe zur Bekampfung 
von Botrytis cinerea als Traubenschimmel begriindet werden kénnte. Nach AbschluB 
meiner Untersuchungen ist zwischenzeitlich eine Verédffentlichung von WILHEM 
(1944) zur Frage der chemischen Bekimpfung der Traubenfaule erschienen, in der 
ebenfalls festgestellt wird, da ein durchgreifendes Bekimpfungsmittel z. Zt. noch 
nicht zur Verfiigung steht. 


Es war nun die Frage, worauf die beobachtete giinstige Wirkung von 
Seifenzusitzen unter bestimmten Bedingungen beruht; médglicherweise 
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lag eine unmittelbare Ausnutzung der Seifensubstanz als Nahrstoffquelle 
vor. Ferner bedurfte die Natur der Hemmungswirkung bei stark erhéhter 
Konzentration der Seifenmittel einer Aufklirung, um vielleicht hieraus 
Anhaltspunkte fiir eine chemische Bekimpfungsméglichkeit des Pilzes zu 
gewinnen. 


Die Versuche zu vorliegender Arbeit wurden im Zusammenhang mit umfang- 
reicheren Untersuchungen zur Frage der Botrytis-Bekampfung in den Jahren 1937 
und 1938 zuerst am Staatlichen Weinbauforschungsinstitut in Freiburg Br. und 
dann am Botanischen Institut der Technischen Hochschule Stuttgart durchgefiihrt. 
Das Manuskript lag bereits zu Beginn des letzten Krieges fertig vor. Da sich der 
Verfasser damals in Siidwestafrika aufhielt und Teile seines wissenschaftlichen 
Materials erst jetzt zuriickerlangen konnte, hat sich die Veréffentlichung verzégert. 


1. Methode. 


Fir die Untersuchungen wurden 8 verschiedene technische Praparate heran- 
gezogen: 
A. Seifenmittel 


1. Gewoéhnliche Weinbergschmierseife, Marke ,,Traube‘t der Seifenfabrik Kéhler, 
Heitersheim, Millheim (Baden). 
2. Cottondlschmierseife (Handelsware). 


B. Seifenersatzpraiparate 


3. Altmanns fliissige Pflanzenschmierseife, Hersteller: Fa. Gebr. Altmann, 
Stuttgart-Zuffenhausen. 

4. Adhasit-Paste, Hersteller: Fa. C. F. SpieB & Sohn, Kleinkarlbach (Rheinpfalz). 

5. Audelina, Hersteller: Fa. Otto Hinsberg, Nackenheim a. Rh. 

6. Solvit, Hersteller: Fa. Gebr. Borchers, Goslar. 

7. Netzmittel Urania, Hersteller: Pflanzenschutzgesellschaft m.b. H., Ham- 
burg 36. 

8. Agrotin, Hersteller: I. G. Farbenindustrie A. G., Frankfurt a. M.-Héchst. 

Die Praparate 1 und 2 sind reine Kaliseifen ohne andere Begleitstoffe, wobei die 
Nr. 2 eine sehr reine und im Pflanzenschutz seit langem hochgeschatzte Pflanzen- 
schmierseife darstellt. Die Mittel Nr. 3—5 enthalten ebenfalls Kaliseife, allerdings 
vorwiegend in der Form von Kaliumoleat, daneben teilweise auch betrachtliche 
Mengen Wurzelharz, wodurch eine pastenartige Beschaffenheit bewirkt wird. Die 
Praparate 6—8 haben in chemischer Hinsicht nichts mehr mit Seifen zu tun; sie 
sind fliissig, enthalten zum Teil sulfurierte Pflanzendle als wesentliche Komponente, 
zum Teil sind die wirksamen Stoffe in leicht verdunstenden organischen Léosungs- 
mitteln gelést; im tibrigen ist ihre Zusammensetzung nicht naher bekannt. Es sei 
festgestellt, da die angefiihrten Mittel von den Herstellern nicht durchweg als gegen 
Botrytis cinerea wirksam bezeichnet worden sind. Sie wurden jedoch fiir die 
Versuche mit herangezogen, weil sie als amtlich anerkannte Netzmittel in der 
Praxis der Schmierseife in der Wirkung als gleichwertig oder zum mindesten als 
abnlich angesehen werden. Da von den Herstellern angestrebt wird, die Ersatz- 
mittel an Stelle von Pflanzenschmierseife in Gebrauch zu bringen, ist die Zusammen- 
setzung der Praparate einheitlich auf eine Gebrauchskonzentration von 0,1% ein- 
gestellt, wie sie im Pflanzenschutz fiir Seifenlésungen allgemein als Norm gilt. Bei 
den verschiedenen Mitteln sind also gleiche Konzentrationen hinsichtlich der Wirk- 
samkeit untereinander als vergleichbar anzusprechen; nur bei dem Mittel ,,Solvit™ 
ist eine 0,25%ige Lésung einer 0,1%igen Seifenlésung aquivalent..Diese Umstande 
sind fiir die Beurteilung der nachfolgenden Versuche bedeutsam. 
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Die Versuche wurden vorwiegend mit synthetischen Nahrlésungen durchgefiihrt, 
denen die Praparate in geeigneter Konzentration zugesetzt wurden. Als Grundlage 
diente dabei die Nahrlésung nach WéttsE: 75 g Saccharose, 10 g Asparagin, 5 g 
KH,PO,, 2,5 g MgSO,- 7 H,O in 1000 cm? Leitungswasser (py = 4,2). Je nach der 
Zielsetzung der einzelnen Versuche wurde die Zusammensetzung der Nahrlosung in 
manchen Fallen abgeandert. Als KulturgefiBe dienten 150 cm?-ERLENMEYER- 
Kélbchen mit jeweils 25 em* Nahrlésung. Alle Angaben iiber Mycelgewichte 
beziehen sich auf eine Mycelernte aus 25 cm? Nahrlésung, in der der Pilz bei 27° G 
im Thermostaten herangewachsen war, und zwar wurden die Versuche in der Regel 
nach 10tagigem Wachstum ausgewertet. Das Myceltrockengewicht erwies sich als 
der beste Ausdruck fiir die Wachstumsleistung des Pilzes; es wurde nach Ab- 
filtrieren der Myceldecken mit Hilfe eines Gazesiebes unter Nachwaschen mit 
warmem Wasser durch Trocknung auf Uhrglasern bei 105°C bis zur Gewichts- 
konstanz ermittelt. Um unerwiinschte Ausfallungen in den Lésungen beim Erhitzen 
zu vermeiden, wurden die Seifen- oder Seifenersatzmittel erst den fertig abgefiillten 
und sterilisierten Kulturkélbchen mit Grundnahrlésung zugefiigt, wobei vorher die 
Zusatzmittel selbst als hochkonzentrierte Lésungen fiir sich sterilisiert worden 


waren, 
2. Seifen als Nahrstoffquelle fiir Botrytis. 

Wachstumsférderungen bei Botrytis in seifenhaltigen Nahrlésungen 
k6nnen dahin gedeutet werden, da der Pilz die Zusatzstoffe bei geeig- 
neter Konzentration als Naihrstoffquelle zu verwerten vermag. Uber die 
fiir Botrytis geeigneten Kohlen- und Stickstoffquellen besteht eine 
umfangreiche Literatur (vgl. ZIMMERMANN 1927), aus der hervorgeht, daB 
der Pilz die verschiedensten organischen Substanzen zu assimilieren 
vermag. Neben den gemeinhin allen saprophytischen Pilzen zuginglichen 
Stoffgruppen der Zucker und Aminosiuren kann Botrytis auch Stoffe der 
Carbonsiuregruppe, Proteine, Glucoside, Tannin, ja sogar Alkaloide, wie 
Nicotin (BEHRENS 1893) verarbeiten. Als N-Quelle sind auch an- 
organische Stickstoffsalze geeignet. Nach Sranut (1911) soll Botrytis 
sogar zur Bindung atmospharischen Stickstoffs befiihigt sein. 


Tabelle 1. Hignung von Stickstoffquellen fiir Botrytis cinerea. Mycelbildung (Trocken- 
gewicht in Gramm) in 25 cm Nahelosung nach 10 Tagen bei 27° C. W6LTIE-Nahrlésung 
mit verschiedenen N-Quellen (1%) als Ersatz fiir Asparagin; 2 gleichbehandelte 
Parallelreihen (a und b), zugleich als Nachweis fiir die Genauigkeit derartiger Versuche. 


Stickstoffquelle Mycel-Trockengewicht in g 
1% a b Mittelwert 
Kaliumnitrat .. . . . wi: 0,292 0,318 0,305 + 0,013 
Ammoniumehlorid ...... 0,338 0,328 0,333 + 0,005 
ASpatagin< "si Me oA Cee 0,356 0,334 0,345 + 0,011 
GIVERGKOLUN.! "rae eet ttt. oe 0,393 0,389 0,391 + 0,002 
Glutaminsfure. ....... 0,707 0,715 0,711 + 0,004 
PODUOUg tees re cera RN ee 0,420 0,439 0,430 + 0,0095 
I arnguol | saa Cente ves 0,014 0,012 0,013 + 0,001 


Ein Wachstumsversuch in synthetischer Nahrlésung mit verschiedenen orga- 
nischen und anorganischen N-Quellen (Tab. 1) ergab eine etwas schlechtere 
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Wirkung anorganischer N-Salze im Vergleich zu normaler Woutse-Lésung mit 
1% Asparagin als Stickstoffquelle. Dabei zeigte sich Ammonstickstoff in Form von 
Ammonchlorid gegeniiber dem Nitratstickstoff in Form von KNO, etwas tiberlegen. 
Erheblich besser als Asparagin wirkten Glykokoll, Pepton und besonders Glutamin- 
sdure, die eine auBerordentlich hohe Mycelausbeute lieferte. Harnstoff erwies sich 
dagegen als ungeeignet; es kam nur zur Bildung kleiner, wenige Milligramme 
schwerer Kiimmermycelien (Tab. 1). 


Tabelle 2. Seife und Seifenersatzstoffe als C- und N-Quelle fiir Botrytis cinerea in 

zuckerarmer und zuckerfreier sowie in stickstofffreier Nahrlosung (mineralische Grund- 

nahrlosung: 0,5% KH,PO,, 0,25°/, MgSO,: 7 H,O); Myceltrockengewichte in 
Gramm nach 10 Tagen bei 27° C. 


Mycelernten bei Zusatz von 


Konzen- Pvbbaticnes Kontrollen 
ahrlosung tration ; are : ohne 
der Zusiitze he Pt pe ; ee Zusatz 
Komplette Nahrlésung 
mit 7,5% Saccharose und | 0,08% 0,474 0,467 0,343 0,415 
LSS TON BAM” ao: Wee ae ne 0,15% 0,516 0,516 0,365 | 0,423 


Grundlésung mit 0,5% Sac-| 0,08% 0,034 0,038 0,035 0,036 
charose und 0,5% KNO,) 0,15% 0,044 0,042 0,031 0,036 


Grundlésung mit 0,5% 0,08% 0,004 0,004 0,002 0,0 
KNO, ohne Zucker. . . 0,15% 0,009 0,007 0,004 0,0 
Grundlésung mit 7,5% 
Saccharose ohne Stick- 0,08% 0,077 0,060 0,249 0,075 
SvOtt ipare Peres th EP te ORlaes 0,110 0,066 0,292 0,078 


Ich versuchte festzustellen, inwieweit der Pilz seinen C- oder N- 
Bedarf aus Seifen- oder Seifenersatzstoffen decken kann, wenn 
man in synthetischer Nahrlésung Zucker bzw. Stickstoffquellen ganz 
oder teilweise wegli Bt. Als Zusatzstoffe wurden gewohnliche Rebschmier- 
seife, ,,Adhasitpaste“‘ und ,,Netzmittel Urania“ in Konzentrationen von 
0,08 und 0,15% verwendet. Die in Tab. 2 wiedergegebene Versuchsreihe 
zeigt in normaler vollsténdiger Nahrlésung mit 7,5% Saccharose und 
0,5% KNO, bei Zusatz gewohnlicher Rebschmierseife und ,,Adhasit- 
paste‘‘ erheblich erhdhte Erntegewichte, wiahrend bei ,,Netzmittel 
Urania‘ die Mycelbildung hinter der Kontrolle zuriickblieb, was sich auch 
bei anderen Versuchen gezeigt hatte (MiLLER-StToLL 1950). Durch Ver- 
ringerung der Saccharosegabe auf 0,5% unter Beibehaltung von 0,5% 
KNO, wurden naturgemi8 die Mycelernten stark herabgesetzt, bei 
Zusatz von 0,15% ,,Adhasitpaste‘‘ und Rebschmierseife lagen sie jedoch 
immer noch um einiges héher als bei den Kontrollen. Wenn iiberhaupt 
kein Zucker mehr gegeben wurde, unterblieb im Kontrollversuch das 
Wachstum vollstindig; in allen Kulturen mit Zusatzstoffen bildeten sich 
jedoch kleine Mycelien, die allerdings nur wenige Milligramme schwer 
wurden. Bei ,,Netzmittel Urania‘‘ war das Pilzwachstum. besonders 


458 W. R. MULuer-SToL: 


gering, bei den beiden anderen Substanzen etwas besser. Der Pilz kann 
demnach die Zusatzmittel als Kohlenstoffquellen verwerten. Allerdings 
ist bei Abwesenheit anderer C-Quellen die Assimilationsfaihigkeit sehr 
gering, da die Mycelien nur kiimmerlich gedeihen. Ist aber durch die 
Gegenwart einer gréBeren Menge einer leicht assimilierbaren C- Quelle 


wie Saccharose das Pilzwachstum kriiftig in Gang gekommen, dann kann” 


Botrytis offenbar auch die schwerer angreifbaren Zusatzpraparate besser 
verarbeiten. Bei normaler Zuckergabe unter Beiseitelassen einer be- 
sonderen Stickstoffquelle kann der Pilz manchen Zusatzmitteln auch 
etwas Stickstoff entnehmen (Tab. 2). Mit ,,Adhasitpaste‘‘ war hier das 
Wachstum nicht besser als in den Kontrollkulturen. Gewéhnliche Reb- 


schmierseife zeigte jedoch bei einer Konzentration von 0,15% eine Er-— 


hdhung der Mycelausbeute um einige Milligramme; ,,Netzmittel Urania“ 
war in Abwesenheit einer anderen N- Quelle sogar ein recht guter N- 
Lieferant, obwohl es in Kulturen mit vollstiindiger Naihrlésung keine 
Wachstumsforderung hervorzurufen vermochte. 


Tabelle 3. Wachstum von Botrytis cinerea in Nahrlésung mit gestaffelten Zuckermengen 

bet Zusatz von gewohnlicher Rebschmierseife und ,, Adhdsitpaste*. Grundndhrlosung: 1g 

KNO,, 0,59 KH,PO,, 0,25 g MgSO,: 7 H,O, 100 cm® Leitungswasser. M yceltrocken- 
gewichte (g) nach 15 Tagen bei 27° C. 


Mycelernten bei Saccharose-Gaben yon 
Mittelzusiitze 

7,0% 3,0% 1,0% 0,5% 0,0% 

Gewohnliche Reb- 
schmierseife. . . 0,5%| 0,386 0,196 0,092 0,068 0,015 
10g 0,503 0,272 0,134 0,085 0,023 
,Adhasitpaste‘s. . 0,5% 0,358 0,173 0,054 0,036 0,009 
10% 0,507 0,269 0,078 0,046 0,008 
ohne Zusatz .. . 0,336 | 0,155 0,050 0,029 0,000 


Kine weitere Versuchsreihe sollte zeigen, wie sich bei gestaffelter 
Zuckermenge von 7, 3, 1, 0,5 und 0,0% Saccharose Zusitze von 0,5 und 
1,0% gewohnlicher Schmierseife und ,,Adhiisitpaste‘‘ auswirkten (Tab. 3) ; 
die Konzentration der Zusatzstoffe war hier also héher als im vorigen 
Versuch. In allen Zuckerkonzentrationen war das Mycelwachstum bei 
Gegenwart eines Zusatzmittels erheblich besser als in den Kontrollen; in 
manchen Fallen wurde sogar iiber das Doppelte an Erntegewicht erzielt, 
so bei 1% Saccharose und 1% gewohnlicher Schmierseife. Wiederum 
wurden bei ginzlicher Abwesenheit von Zucker nur ganz kleine Mycelien 
gebildet, wihrend im ‘entsprechenden Kontrollversuch jedes Wachstum 
unterblieb. Man kénnte sich vorstellen, da8 der Pilz zu Beginn des 
Wachstums in erster Linie auf den leicht assimilierbaren Zuckergehalt 
angewiesen ist und die Zusatzmittel erst in nennenswertem Umfang 


— 
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verwertet werden, wenn die Mycelien bereits eine gewisse GréBe erreicht 
haben. Bei Gegenwart gréBerer Zuckermengen wird mehr Mycel erzeugt, 
bevor ein Zuriickgreifen auf andere C-Quellen notwendig wird. Eine 
groBere Mycelmenge vermag aber im gleichen Zeitraum mehr Seifen- 
substanz zu verarbeiten als eine kleine. Dadurch ist offenbar bei hohen 
Zuckergaben die Ausnutzung der Zusatzstoffe erheblich besser und kann 
tiber 250 mg Mehrleistung an Trockengewicht ausmachen, die dem 
Nahrstoffwert der Praparate zu verdanken ist, wahrend das bei gerin- 
gerer Zuckergabe gebildete kleinere und wohl auch physiologisch 
schwachere Mycel nicht so leistungsfahig ist, obwohl dieselben Zusatz- 
mengen zur Verfiigung stehen. Ganz gering war die Ausnutzung von 
Schmierseife und ,,Adhésitpaste‘‘ bei ginzlichem Fehlen von Zucker, da 
hier bereits die Keimmycelien auf diese Stoffe als einzige C- Quelle ange- 
wiesen waren und daher nur sehr langsam heranwuchsen. Von den beiden 
in diesem Versuch benutzten Konzentrationen der Mittelzusatze ergab je- 
weils die hohere (1,0 %,) den besseren Erfolg im Hinblick auf Steigerung der 
Mycelgewichte; bei gréBeren Zuckergaben machte hierbei der Mehrertrag 
etwa 80 bis 150 mg aus, ein Beweis dafiir, daB es sich tatsichlich um eine 
Ausnutzung der Seifenmittel als Nahrstoffquellen handelt. Dabei erwies 
sich gewohnliche Rebschmierseife gegeniiber ,, Adhasitpaste“ fast in allen 
Versuchen itiberlegen. Auch in zuckerfreier Nahrlésung war trotz des an 
sich geringen Pilzwachstums ein Ausschlag zugunsten der gewohnlichen 
Rebschmierseife festzustellen. 

Nach Ravpx Smira (1902) sind Fette, wie Leinél und Baumwolldl, gute 
Kohlenstoffquellen fiir Botrytis cinerea, PELTIER (1912) beobachtete in 
2% iger Ricinusdlemulsion noch Wachstum des Pilzes. Vermutlich werden 
dabei neben der Glycerinkomponente auch die Fettsiiuren angegriffen. 
Ich habe festzustellen versucht, wie die wichtigsten, als Bestandteile 
technischer Seifen in Betracht kommenden reinen Fettsauren sich 
gegentiber Botrytis verhalten, zumal gelegentlich vermutet wird, daB der 
Fettsaiurerest der Seifenpriparate fungizide Wirkung gegeniiber dem 
Grauschimmel besitzt. Ich benutzte chemisch reine Stearinsdure, 
Palmitinsiure und Olsiure. Da die beiden erstgenannten Stoffe feste, in 
Wasser unlésliche Substanzen darstellen und auch Olsiure nicht mit 
Wasser mischbar ist, wurden alle Priparate als 50%ige Emulsionen 
angewandt. Als Emulgierungsmittel diente das Priparat ,,Emulphor", 
das zum Emulgieren wasserunléslicher Substanzen in der Technik viel 
gebraucht wird. Die Fettsiureemulsionen wurden in 4- und 8% iger 
Konzentration (bezogen auf reine Fettsiure) 5% iger Malzextraktlosung 
oder Wottsz-Lésung zugesetzt. Es entstand eine milchige Flissigkeit ; bei 
Sterilisation im Dampftopf wurden jedoch Teile der Stoffe in mehr oder 
weniger groben Flocken ausgefallt oder schieden sich bei Olsiureemulsion 
als Schicht an der Oberfliche der Fliissigkeit ab. Daher mubte eine 
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Sterilisation der Kulturlésungen nach Zugabe der Emulsionen vermieden _ 


werden. Als Kontrolle dienten neben Nahrlésung ohne Zusatze auch 
Kulturen mit 4- und 8% iger ,,Emulphor‘‘-Beimischung, um den EinfluB 
des reinen Emulgierungsmittels kennenzulernen. 


In allen Kulturen fand gute Pilzentwicklung statt. Reines ,,Emulphor“ 


erwies sich gegentiber Botrytis als indifferent und verursachte weder eine 
deutliche Hemmung noch eine Férderung der Mycelernte. Dagegen 
bewirkten Palmitin- und Stearinsdiure als 4%ige Zusatze zu WOLTJE- 


Lésung eine Erhéhung der Mycelgewichte auf 0,611 g, bzw. 0,686 g gegen- — 


iiber 0,537 g bei der Kontrolle. Bei 8% Palmitin- und Stearinsaure wurden 


0,468 g bzw. 0,512g gefunden, was nur einer geringfiigigen Senkung der 
Erntegewichte unter den Kontrollwert entspricht. Ein entsprechendes — 
Ergebnis lieferten auch Kulturen mit Malzextraktlésung; hier war bei — 


Stearinsiure die Férderung des Pilzwachstums etwas groBer als bei 


Palmitinsiure, bzw. die Entwicklungshemmung bei héherem Substanz-_ 


zusatz etwas geringer. Bei Olsiureemulsion wuchs der Pilz ebenfalls gut, 
erreichte jedoch mit 0,526 g (4% ig) und 0,417 g (8% ig) nicht die Ernte- 
gewichte der iibrigen Stoffe. In manchen Kulturen war mitunter die 
Keimung der zur Impfung benutzten Conidien schlecht; wurden jedoch 
kleine Impfmycelien eingesetzt, so war das Pilzwachstum stets lebhaft. 
Méglicherweise beeinfluBten die Fettsiuren die Keimung der Conidien 
bzw. die jungen Keimmycelien ungiinstig; hatten jedoch die Mycelien 
einmal eine gewisse GroBe erreicht, so war in kurzer Zeit die ganze Kultur 
tiberwachsen. Selbst bei Zugabe reiner, nicht emulgierter Olsiure, die als 
diinne Schicht auf der Naihrlésung schwamm, war noch Pilzentwicklung 
moglich, die allerdings infolge des Luftabschlusses durch den oberflich- 
lichen Olsiurefilm sehr verlangsamt wurde. Allmihlich bildeten sich jedoch 
am Glasrand der Kulturen kleine Mycelien, die mit der Zeit in Form eines 
dichten Filzes die ganze Fliissigkeit iiberwuchsen und wohl auch die 
Olsiure angriffen. Somit ist erwiesen, da auch die als Bestandteile von 
Seifenmitteln in Betracht kommenden reinen Fettsiuren selbst in hohen 
Konzentrationen keine praktisch belangvolle fungizide Wirkung gegen- 
iiber Botrytis besitzen. Trotz ihrer mangelnden Wasserléslichkeit kénnen 
die Substanzen auch als Nahrstoffquellen dienen; die Aufnahme in die 
Pilzzelle muf durch ihre Lipoidléslichkeit bedingt sein, wie bereits 
ScumrpT (1934) fiir Olsiiure vermutet hat. 

Was fiir die reinen hochmolekularen Fettsauren gilt, kann sinngemaB 
auch fiir ihre Alkalisalze angenommen werden. Aus den vorhergegangenen 
Darlegungen ist daher zu schlieBen, daB es der Fettsiurerest der im 
Pflanzenschutz benutzten technischen Seifen und verwandter Praparate 
ist, der durch den Pilz als Nihrstoffquelle abgebaut werden kann. Um 
dies zu erharten, habe ich einen Versuch mit reinem Kaliumoleat durch- 
gefiihrt, das mir von der Herstellerfirma der ,,Adhiasitpaste“ freundlichst 
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zur Verfiigung gestellt wurde. Dieses Kaliumoleat bildet eine Kompo- 


_ nente der ,,Adhasitpaste‘‘, die auSerdem in der Hauptsache noch Wurzel- 


harz enthalt. Zum Vergleich diente eine Versuchsserie mit fertiger 
»Adhasitpaste“. Die in Tab. 4 wiedergegebenen Erntegewichte lagen 
sowohl bei Kaliumoleat als auch bei ,,Adhdsitpaste’ in allen Konzen- 
trationen tiber dem Kontrollwert; sie lagen um so hoher, je mehr Zusatz- 
mittel der Nahrlésung beigegeben war. Bei 2% Kaliumoleat-Zusatz 


_betrug die Steigerung 290 mg gegentiber 115 mg bei der gleichen Menge 


»Adhasitpaste“. Durchweg waren die Werte bei ,,Adhasitpaste“ niedriger 
als bei reiner Olseife. Dabei ist zu beachten, daB die ,, Adhasit“-Kulturen 
jeweils nur etwa die halbe Menge Kaliumoleat enthielten wie die 
entsprechenden Olseifenkulturen. Der ungefahr die halbe Gewichtsmenge 
ausmachende Harzgehalt der ,,Adhasitpaste‘‘ scheint ohne Einflu8 auf 
den Pilz zu sein und wird, wenn iiberhaupt, nur in ganz geringem Mae 
abgebaut. Auch bei den Harzseifenpraparaten ist es also der Gehalt an 
Olsiure, den der Botrytis-Pilz als Nahrstoffquelle benutzen kann. Es 
bestehen somit grundsatzlich die gleichen Verhaltnisse wie bei den allein 
aus fettsaurem Kalium bestehenden gewéhnlichen Schmierseifenmitteln. 


Tabelle 4. Wirkung von reinem Kaliumoleat und dem entsprechenden Harzseifen- 

praparat (,,Adhdsitpaste’) in verschiedenen Konzentrationen als Zusdtze zw WOLTIE- 

Lésung auf das Wachstum von Botrytis cinerea; M yceltrockengewichte in Gramm nach 
10 Tagen bei 27° C. 


Mycelernten bei Zusatz von 


Konzentration 
der Zusatze Kaliumoleat , Adhiisitpaste” 
ONG 0,490 0,470 
03597 0,500 0,493 
1,0% 0,720 0,570 
2,0% 0,780 0,585 
Kontrolle ohne 
ZUsatZ .. «9% 0,466 0,472 


In Lésungen mit Zusitzen von Schmierseifen und anderen seifen- 
haltigen Mitteln herangewachsene Botrytis-Hyphen enthalten stets mehr 
oder weniger reichlich mit Sudan III farbbare Fetteinschlisse, meist 
in Gestalt gréBerer und kleinerer zusammenflieBender Olkugeln. Bereits 
bei in Seifenlésungen gebrachten Conidien und ganz jungen Keimhyphen 
werden die charakteristischen, von ScHmrptr (1924) ausfiihrlich be- 
schriebenen Fett-Tropfen sichtbar. Bei starker Fettfiihrung wachst der 
Pilz im allgemeinen langsamer als in weniger verfettetem Zustand, doch 
wird, wenn ausreichend Nahrstoffe zur Verfiigung stehen, das Wachstum 
nicht unterbunden. Scumipt erblickt in der Fettanreicherung eine Art 
Erkrankung der Pilzzellen (pathologische Verfettung), die den Organis- 
mus so stark schwiachen soll, daB er seine pathogenen Higenschaften ver- 
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liert. Es bleibt zu priifen, ob diese Ansicht fiir die Traubenstielfaéule und 
andere rein parasitire Erscheinungsformen des Pilzes zutreffend ist. Bei _ 
der in der Hauptsache auf Wundparasitismus beruhenden eigentlichen 
Traubenfiule verursacht die Fettspeicherung jedoch normalerweise keine 
Verminderung der Vitalitat und Agressivitat des Pilzes. Wohl ist es 
wahrscheinlich, daB bei schlechten Ernahrungsbedingungen Keimhyphen 
und kleine Mycelien unter Verfettung der Zellen in gewissem Umfang in 
der Entwicklung gehemmt werden, doch ist diese Erscheinung zu un- 
bedeutend, um als Grundlage fiir eine Bekiimpfungsmethode dienen zu 
kénnen. Ich méchte annehmen, daB der Fett- bzw. Olsiureanteil der 
Seifen leicht in die Zellen aufgenommen wird, ohne zunachst erhebliche 
chemische Umwandlungen zu erfahren. Die aufgenommene Substanz 
wird in Form von Olkugeln gespeichert, um offenbar erst spiiter weiter 
abgebaut zu werden. Der Abbau der Fettsiiuren scheint dem Pilz insofern 
nicht leicht zu fallen, als er dazu, wie oben gezeigt wurde, einer giinstigen 
Ernahrungslage bedarf, insbesondere muB eine leicht assimilierbare C- 
Quelle zur Verfiigung stehen. Diese Auffassung wird dadurch gestiitzt, 
daB unabhingig vom Seifengehalt des Substrates die Fettspeicherung in 
schwachen Mycelien stets viel stirker ist als in lebhaft wachsenden, 
kraftig ernihrten Hyphen. Wie schon Scumipt (1924) erwahnt, ver- 
schwinden die Olvakuolen, sobald die Pilzzellen aus Seifenlésung in 
Pflaumendekokt iibertragen werden. Die Verlangsamung des Mycel- 
wachstums bei Verfettung ist demnach eine voriibergehende Erscheinung 
und zeigt nur scheinbar den Charakter einer Zelldegeneration. Derartige 
Mycelien bleiben weitgehend infektionstiichtig und kénnen, sobald 
geeignete Bedingungen eintreten, lebhaft zu wachsen beginnen. Neuer- 
dings hat H. v. Wrrscn (1949) ganz entsprechende Feststellungen fiir die 
Verfettungserscheinungen bei Chlorella-Zellen gemacht; auch hier ist die 
Verfettung innerhalb weiter Grenzen als Reservestoffspeicherung zu 
betrachten, wobei die Alge potentiell ihre Vermehrungsfihigkeit behalt 
und demnach keineswegs dauernd in ihrem Wachstumsvermégen be-— 
eintrachtigt ist. 


3. Kinflu® der Reaktionsverhiiltnisse auf das Wachstum yon 
Botrytis cinerea. 

Bei vergleichenden Wachstumsversuchen mit Botrytis cinerea unter 
Zugabe der verschiedenen Mittel in gestaffelten Mengen lag die obere 
Grenze fiir das Pilzwachstum beim gleichen Praparat oft bei sehr ver- 
schiedener Konzentration je nach der Grundnahrlésung (MULLER-STOLL 
1950); ahnliches war auch bei Versuchen mit festen Nahrbéden festzu- 
stellen. Es lag der Gedanke nahe, daB dies mit den Reaktionsverhilt- 
nissen der einzelnen Substrate im Zusammenhang steht, denn W6LTIJE- 
Lésung mit einem px-Wert von 4,2 wird einer Reaktionsverschiebung 
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durch die Zusatzmittel weit mehr Widerstand entgegensetzen, als die nur 
wenig gepufferte, schwach saure Malzextraktlésung mit einer Eigen- 
reaktion von px = 5,5. Die Seifen- und Seifenersatzmittel besitzen meist 
alkalische Reaktion. Es war daher von Interesse zu wissen, wo die 
Wachstumsgrenze von Botrytis im alkalischen Bereich liegt und welche 
pxu-Werte sich bei Mischung der einzelnen Zusatzmittel mit den be- 
nutzten Naihrlésungen ergeben. 

Nach Wess (1919) liegt das Optimum fiir die Conidienkeimung von Botrytis je 
nach Art des Keimmediums etwa zwischen pq = 2,4 und 4,0, das Minimum etwa 
bei py = 2,0; das Maximum schwankt stark mit der chemischen Beschaffenheit des 
Substrates und bewegt sich etwa zwischen py = 7,0 und 10,0. Aus den Angaben von 
Prarr (1924) geht hervor, daB ahnliche py-Werte auch fiir das Mycelwachstum von 
Botrytis gelten. Ebenso kennzeichnet die Mitteilung von Boyne (1924) die groBe 
Vertraiglichkeit von Botrytis gegen extreme py-Werte, vor allem in natiirlichen 
Nahrlésungen wie Apfel- oder Kartoffeldekokt. 

Um das Wachstum von Botrytis im alkalischen Gebiet genauer fest- 
zustellen, benutzte ich eine der WOLTJE-Losung ahnliche Nahrlosung von 
folgender Zusammensetzung: 150 g Saccharose, 5,0g K,HPO,, 6,0 ¢ 
KNO,, 3,0 g MgSO, - 7 H,O auf 500 cm’ Wasser; diese Lésung mit einer 
Eigenreaktion von pa = 7,6 wurde mit Glykokoll-Natronlauge-Puffer- 
lésung nach SORENSEN im Verhaltnis 1: 1 gemischt. Dadurch konnten — 
verschiedene px-Stufen zwischen 7,5 und 10,2 eingestellt werden (Tab. 5). 
Im Rahmen dieses Versuches habe ich neben Botrytis auch eine von 
Weintrauben isolierte Penicillicwm-Art auf ihr Verhalten in stark alka- 
lischer Nahrlésung gepriift. Der Versuch wurde in 2 Parallelserien durch- 
gefiihrt, einmal mit ruhenden, nicht ausgekeimten Conidien als Impf- 
material, daneben durch Impfen mit kleinen Mycelflockchen, die 48 Std 
auf gewohnlicher WOLtTsEH-Losung vorkultiviert waren. 


Tabelle 5. Wachstum von Botrytis cinerea und Penicillium spec. in alkalisch gepufferter 

Néhrlésung, Standardpufferlésung: 7,505 g Giykokoll und 5,85 g NaCl im Liter; 

Grundnahrlosung (siehe Text) mit Glykokoll-Natronlauge-Puffer im Verhiltnis 1; 1 

gemischt, py-Werte elektrometrisch gemessen. Myceltrockengewichte in Gramm nach 
10 Tagen bei 27° C. 

ee Es he a ll —————————————— 


Mycelernten 
Mischungs- 
verhaltnis Conidienimpfung Mycelimpfung 
Dy- Wert Glykokollésung 
se eRe Botrytis Penicillium Botrytis Penicillium 
| 
a EEE EEEEEEEy Sasa! 
7,5 10:0 0,198 0,493 0,142 0,403 
7,8 9,75: 0,25 0,133 0,444 0,011 0,280 
8,4 9,5 :0,5 0,128 0,447 0,0 0,245 
8,9 9,2 :0,8 0,030 0,321 0,0 0,215 
9,4 8,0 : 2,0 0,0 0,259 0,0 0,211 
9,8 6,8 33,2 0,0 0,236 0,0 0,160 
10,2 5,8 :4,2 0,0 0,150 0,0 0,0 
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Beide Pilze, Botrytis und Penicillium, ergaben erwartungsgema8 die 
héchsten Mycelernten bei der schwachsten alkalischen Reaktion 
(px = 7,5). Eine Ausdehnung des Versuches bis in das saure Gebiet war 
fiir die hier behandelte Frage nicht notwendig; natiirlich ware bei saurer 
Reaktion das Pilzwachstum noch besser gewesen. Beide Pilzarten — 
wuchsen nach Mycelimpfung erheblich schlechter als nach Conidien- 
impfung. Dies ist wohl durch die gréBere Empfindlichkeit von Mycelien 
gegeniiber einem Wechsel der Wachstumsbedingungen zu erklaren, die 
bei Ubertragung in alkalisch gepufferte Nahrmedien stark verschlechtert 
wurden, wahrend die erst in den Versuchslésungen aus Conidien hervor- 
gegangenen Keimmycelien sich besser den Verhaltnissen anpassen 
konnten und daher eine geringere Empfindlichkeit gegeniiber hoher 
Alkalitaét erkennen lieBen. Mit zunehmender Alkalitiit nahmen in allen 
Versuchsserien die Erntegewichte mehr oder weniger rasch ab (Tab. 5). 
Nach Mycelimpfung fand bei pu = 8,4 kein Botrytis-Wachstum mehr 
statt; nach Conidienimpfung war dagegen bei px = 8,9 noch ganz 
schwache Entwicklung méglich, wihrend bei pu = 9,4 auch hier das 
Wachstum aufhoérte. Unter Ernahrungsverhaltnissen, die der benutzten 

synthetischen Nahrlésung etwa entsprechen, kénnen wir als Reaktions- 
grenze fiir Botrytis im alkalischen Bereich ungefahr die py-Zahl 8,5 
annehmen. Je nach Art und Zustand des Impfmaterials lag die Wachs- 
tumsgrenze etwas unter oder iiber diesem Wert, so dafi dadurch gewisse 
kleine Schwankungen entstanden. Aus den Angaben der Literatur geht 
hervor, daB sich das Reaktions-Maximum mit den Ernahrungsbe- 
dingungen ziemlich andern kann; vor allem diirfte es in natiirlichen 
Fruchtsaften noch mehr nach der alkalischen Seite hin verschoben sein. 
Im Vergleich mit Botrytis erwies sich Penicilliwm in alkalischen Nahr- 
lésungen weit tiberlegen. Dieser Organismus erreichte unter den gleichen 
' Bedingungen wesentlich héhere Mycelgewichte und war gegen extreme 
Alkalitaét noch weniger empfindlich. Nach Conidienimpfung bildete der 
Pilz noch in der héchsten px-Stufe von 10,2 ein Mycel von 150 mg 
Trockengewicht ; bei Mycelimpfung fand dagegen in dieser pu-Stufe kein 
Wachstum mehr statt, es schlo8 vielmehr mit der px-Stufe 9,8 ab. | 

Wiahrend des Wachstums bildet Botrytis viel Siure. Daher wurden die 
pu- Werte in allen Kulturen, in denen Mycelien zur Entwicklung kamen, 
bis auf 3,9—3,4 verschoben, und zwar ohne Riicksicht auf die Starke des 
Pilzwachstums und die Ausgangsreaktion der Nahrlésung. Soweit das 
Pilzwachstum ausblieb, erfuhr auch der pu-Wert der Lésungen keine 
Veranderung. Im Hinblick auf die Saurebildung verhielt sich Penicillium 
ziemlich ebenso wie Botrytis. Die Siureausscheidung ist so stark, daB auch 
kriftig gepufferte Nahrsubstrate einer Reaktionsverschiebung nicht 
widerstehen kénnen. Die unter weniger giinstigen py-Verhiiltnissen 
entstehenden Keimmycelien bilden offenbar schon sehr bald Saure, so 
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daB die Wachstumsbedingungen fiir den Pilz mit der allmahlichen Ver- 
schiebung der Reaktion nach der sauren Seite hin sehr rasch besser 
werden. Die mit zunehmender Alkalitét immer geringer werdenden 
Mycelernten in dem eben besprochenen Versuch (Tab. 5) sind wohl in der 
Hauptsache eine Folge der stufenweise immer mehr verzogerten 
Neutralisation der schidlichen OH-Ionen durch die Saureausscheidung 
des Pilzes. Es ist anzunehmen, da bei lange genug fortgesetzter Kultur 
in allen Lésungen, in denen es einem Keimmycelium gelungen ist, die 
anfanglich ungiinstigen px-Verhaltnisse zu iiberwinden, nach Reaktions- 
verschiebung schlieBlich etwa die gleiche Menge Mycelsubstanz ent- 
standen ware. Der Pilz besitzt also die Fahigkeit, die ihm besonders 
gunstigen Reaktionsbedingungen durch Saureproduktion selbst zu 
schaffen, sobald nur die Bildung eines lebensfahigen Keimmyceliums 
moglich ist’, Die im vorliegenden Versuch mit stark alkalischen Nahr- 
lésungen nach lOtigigem Wachstum beobachteten pxy-Werte kommen 
den optimalen Reaktionsanspriichen des Pilzes sehr nahe. Der in allen 
Substraten im Laufe der Entwicklung von Botrytis ziemlich rasch zu- 
nehmende Sauregehalt war erst in alterndenKulturen wieder geringer, in- 
dem sich mit einsetzender Autolyse die Reaktion wieder langsam dem 
Neutralpunkt nahert (vgl. Cotrn 1909). 

DaB die bei Seifenzusitzen beobachteten Wachstumshemmungen in 
Botrytis-Kulturen lediglich auf einer px-Wirkung beruhen, zeigte ein 
vergleichender Versuch mit normaler Néhrlésung nach WoutsE und 
solcher, dié statt primirem Kaliumphosphat (KH,PO,) das sekundire 
Salz K,HPO, enthielt. Beiden Loésungen wurde gewohnliche Weinberg- 
schmierseife und , Adhasitpaste‘‘ in verschiedener Konzentration zu- 
gesetzt. Die normale W6LTJE-Lésung mit primairem Phosphat besitzt ohne 
Zusatze einen px-Wert von 4,2; nach Zugabe von Seife stieg die Reaktion 
auf px = 6,2—7,3 je nach Menge, bei ,,Adhasitpaste“ auf px = 5,4—7,1. 
In der Lésung mit sekundirem Phosphat und einer Ausgangsreaktion von 
px = 7,6 entstanden nach Seifen- bzw. ,,Adhasit“-Zusatz pu-Werte von 
8,7—9,5 bzw. 7,8—9,0. Das Ergebnis war sehr eindeutig (Tab. 6); 
ungeachtet des jeweiligen Gehaltes an Zusatzstoffen unterblieb das 
Wachstum iiberall dort, wo die Reaktion tiber pa = 8,5 lag. Wenn 
infolge teilweiser Neutralisation der Alkalitaét der Zusatzmittel durch 
Bestandteile der Nahrlésung die Reaktion unter diesem Wert blieb, 
konnte sich der Pilz entwickeln. Die saure Grundnahrlésung A mit 
primarem Phosphat (Tab. 6) bewirkte eine so starke Neutralisation der 


1 Unter extremen Bedingungen nahe der Reaktionsgrenze kann das Ernteergeb- 

nis starken Schwankungen unterliegen, da die Bildung eines gentigend kraftigen 
Anfangsmycels von schwer kontrollierbaren Umstanden abhangt. So fand ich bei- 
spielsweise in gleich behandelten Parallelkulturen mit 1°/, Rebschmierseife in 
5 prozentiger Malzextraktlésung (py 8,1) Erntegewichte von 0,076 g und 0,319 g. 
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Tabelle 6. Wachstum von Botrytis cinerea in Grundnéhrlésungen von verschiedener 
Ausgangsreaktion nach Zusatz von 0,1, 0,5 und 1,0% gewohnlicher Rebschmierseife 
bzw. ,,Adhésitpaste:. Grundlésung A: normale Wo.tsE-Lésung (siehe S. 496), 
pu=4,2; Grundlésung B: dieselbe Lésung mit 0,5% K,HPO, statt 0,5% KH,PO,- 
Myceltrockengewichte in Gramm nach 10 tagigem Wachstum bei 27° OC. 


gewohnliche Schmierseife ; Adhiasitpaste*‘ 
| eerie PyH- Wert Dy- Wert 
der Mycelernte | bei Ver-| bei Ver-| Mycelernte | bei Ver-| bei Ver- 
Zusatze g suchs- | suchs- g suchs- | suchs- 
beginn | abschl. beginn | abschl. 
Grundnahrlésung A O.197; 0,548 6,2 ty 0,534 5,4 3,8 
0,5% 0,658 6,8 4,0 0,607 6,5 oat 
E09; 0,751 7,4 3,9 0,662 Tit: 3,8 5 
Kontrolle ohne i 
AVAAGZ pee wed tie 0,559 4,2 | 3.7 0,527 4,2 3.6 
Grundnahrlésung B OS1Se 0,011 8,4 6,3 0,411 7,8 3,9 
0,5% 0,0 9,1 9,0 0,335 8,1 5,3 
1,0% 0,0 9,5 | 9,4 | 0,0 9,0 9,0 
Kontrolle ohne 
PA ICORTRS 0 0,455 7,6 3,0 0,44 17,6 3,6 


Seifenbeigaben, dafi der px-Wert aller Kulturlésungen im schwach 
sauren oder neutralen Gebiet lag. Bei der an sich alkalisch reagierenden 
Grundlésung B mit sekundirem Phosphat lagen dagegen bei den gleichen 
Mittelzusaitzen alle px-Werte weit im alkalischen Bereich. Mit 0,1% 
Schmierseifenzusatz entstand ein px-Wert von 8,4; hier kam es gerade 
noch zur Bildung ganz kleiner Mycelflockchen (Trockengewicht 11mg). 
Bei héheren Schmierseifenkonzentrationen unterblieb das Wachstum, 
denn die Reaktion lag tiber py = 9,0. Bei entsprechenden Mittelzusatzen 
zu Grundlosung A war dagegen die Pilzentwicklung sehr iippig; als Aus- 
gangsreaktion zu Beginn des Versuches wurde hier py = 6,8 und 7,4 
gemessen. Bei ,,Adhasit*‘-Zusatz zu Lésung B entstanden in den beiden 
niederen Konzentrationen von 0,1 und 0,5% pu-Werte von 7,8 und 8,1, 
die noch gutes Wachstum zulieBen. In der Kultur mit 1,0% ,,Adhiasit*‘- 
Zugabe lag dagegen die Reaktion bei pu = 9,0 und verhinderte das. 
Wachstum vollstaindig, wihrend alle ,,Adhasit‘‘-Kulturen mit Grund- 
losung A und pxu-Werten von 5,4, 6,5 und 7,1 ausgezeichnete Pilz- 
entwicklung aufwiesen. Bei Versuchsabschlu8 lagen die px-Werte meist 
zwischen 3,5 und 4,0, nur in zwei Fallen mit geringerer Pilzentwicklung 
wurde px = 5,3 und 6,3 beobachtet. In den Kulturfliissigkeiten ohne 


Pilzwachstum unterblieb eine Reaktionsveriinderung. Der Versuch zeigte — 


also eindeutig, daB weder echte Schmierseifen noch sogenannte Harz- 
‘ seifen (,,Adhisitpaste’) ein spezifisches Fungizid gegen Botrytis ent- 
halten; Wachstumshemmungen, die bei derartigen Praparaten bei 
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geeigneter Versuchsanstellung erzielt werden, beruhen lediglich auf dem 
schadlichen EinfluB extrem alkalischer Reaktion. 

Tab. 7 gibt die Reaktionsverhaltnisse in Schmierseifenlésungen 
mit Wasser bzw. verschiedenen Nahrloésungen als Losungsmittel wieder. 
Durch verschieden starke Zuriickdrangung der Alkalitat entstehen sehr 
unterschiedliche px-Werte. Wenn wir nach Tab. 5 etwa pu = 8,5 als 
Reaktionsmaximum fiir Botrytis unter den vorliegenden Wachstums- 
bedingungen annehmen, so mu8 bei Schmierseifenzusatz zu Malzextrakt- 
lésung die Wachstumsgrenze etwa bei 1% liegen, wie auch vorausgegan- 
gene Versuche gezeigt haben, bei W6LTsE-Lésung und Schmierseife jedoch 
erst oberhalb von 3% Zusatz (MUL~LER-Stott 1950), denn jeweils in 
diesem Konzentrationsbereich wird bei den beiden Kulturfliissigkeiten die 
kritische Reaktion erreicht. Somit erklart sich der beobachtete Unter- 
schied in der hemmenden Wirkung von Seife in Nahrlésungen ver- 
schiedener Zusammensetzung aus den Reaktionsverhaltnissen. Je nach 
Starke der sauren Pufferung der reinen Nahrlésungen werden die px- 
Werte mehr oder weniger weit nach dem neutralen und sauren Reaktions- 
gebiet verschoben. Die Messungen in Wasser als Losungsmittel geben ein 
Bild von der Eigenreaktion des untersuchten Schmierseifenmittels 
(Tab. 7). 


Tabelle 7. py-Werte von Losungen gewdhnlicher Rebschmierseife in Wasser, 5% igem 
Malzextrakt und Néhrlésung nach WoursE als Lésungsmittel. Hlektrometrische 
Messungen nach Austreiben der Kohlensiure im siedenden Wasserbad. 


Loésungsmittel 
Seifen- 
konzentration Stuttgarter 5% ige Nahrlésung 
Leitungswasser Malzextraktlésung nach WOLTJE (8S. 456) 
Sh Gans 9,80 8,95 8,10 
ROT 9,75 8,40 7,80 
POs 4, 9,55 8,05 7,35 
05 % 8,95 7,45 6,85 
DATIVE 8,42 6,70 6,20 
01 % 8,27 6,20 5,40 
0,05 % 8,20 5,75 4,45 
0,025% 8,20 5,60. 4,32 
ohne Seife 8,10 5,50 4,20 


Die gepriiften Seifen- und Seifenersatzstoffe besitzen ganz verschiedene 
Eigenreaktion in waBrigen Lésungen ohne andere Beimischungen 
(Tab. 8). Die hochste Alkalitit wurde bei den eigentlichen Schmierseifen- 
mitteln (Cottondlseife und gewéhnlicher Rebschmierseife) gefunden; die 
Reaktion liegt bis herunter zu einer Konzentration von etwa 0,5% tiber 
pu = 8,0. Etwas weniger extrem sind die Verhaltnisse bei Altmanns 
fi liissiger Pflanzenschmierseife und bei denHarzseifenmitteln ; in starkeren 
Lésungen iiberschreitet die Reaktion kaum noch px = 9,0. Bei geringerer 
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Konzentration bewegt sich der Wert bereits nahe dem Neutralpunkt. 
, Netzmittel Urania‘ reagiert in hdherer Konzentration noch alkalisch, in 
verdiinnten Lésungen schwach sauer; die Alkalitat erreicht jedoch nie- 
mals eine fiir den Pilz schidliche Hohe. Das Mittel ,,Solvit‘‘ endlich 
besitzt in allen Konzentrationen schwach saure Reaktion (pu = 6,6 bis 
5,6). Auch die nicht in Tab. 8 aufgefiihrten Mittel ,,2002 N“?! und ,,Agro- 
tin‘‘ reagieren mehr oder weniger sauer; bei ,,2002 N‘‘ wurden Werte 
unter px = 6,0 gemessen. 

Tabelle 8. Reaktionsverhdltnisse der untersuchten Seifen- und Seifenersatzmittel in 


verschiedenen Konzentrationen als zusatzfreie Lésungen in destilliertem Wasser. 
Colorimetrische Bestimmungen mit Lyphan-Indicatorstreifen. 


| Konzentration* 
5,0% 8,0% | 2,0% 1,0% 0,5% 0.8% 0,2% 0,05% 
Gewéhnliche 
Rebschmierseife 9,8 9,6 9,6 9,5 9,1 8,5 8,1 7,4 
CottonGlseife. . . . 9,8 OR oy Bub 9,5 DY. Bie 50: 8,0 7,6 
Altmanns | 
fliissige Seife . . . 8,9 8,8 | 8,5 8,2 8,0 7,8 7,5 7,1 
,Adhasitpaste‘’ . . 9,0 | 8,8 | 8,6 8.5 Se | 8,0 Ti 7,2 
Adelina ts. a' 8s 4 O22 e79.0 9,0 8.8 8,5 8,0 7,6 7,4 
, Netzmittel Urania‘* 8,0 | 7%6 7,4 7,2 6.8 6.6 6,4 6,0 
a DOlVItS “tien 2. 6,6 6,4 | 6,0 6,0 6,0 5,8 5,6 5,6 


Ein Wachstumsversuch in W6OLTJE-Lésung mit Zusaitzen verschiedener 
Seifen- und Seifenersatzmittel in Konzentrationen von 0,5—5,0% 
zeigte, daB das Pilzwachstum gerade bei derjenigen Konzentration eines 
Zusatzstoffes aufhort, mit der das Reaktionsmaximum fiir Botrytis iiber- 
schritten wird (Tab. 9). Einschrinkend ist dazu zu bemerken, da diese 
Feststellung nur bis zu Konzentrationen von 5% (bei ,,Solvit’ 12,5%) 
experimentell belegt wurde; bei noch héheren Mittelzusiitzen mag auch 
unabhingig von der Reaktion in diesem und jenem Fall das Wachstum 
aufhoren, doch scheiden derartige Fille, in denen das betreffende Mittel 
mengenmaBig bereits einen wesentlichen Bestandteil des Naihrsubstrates 
ausmachen wiirde, hier aus der Betrachtung aus. Priparate wie ,,Netz- 
mittel Urania‘, ,,Solvit‘’ und ,,Agrotin‘‘, deren Eigenreaktion den 
kritischen pxu-Wert von 8,2 nicht iiberschreitet, lieBen in Kulturen mit 
WOLtJE-Lésung selbst bei dem héchsten gepriiften Zusatz noch mehr 
oder weniger gutes Wachstum zu. Bei hochalkalischen Seifenmitteln hérte 
dagegen die Pilzentwicklung bei bestimmter Konzentration auf, bei 
gewohnlicher Rebschmierseife als Zusatz zu W6LtTsE-Losung zwischen 3 
und 4%, bei ,,Adhisitpaste’’ zwischen 4 und 5%; ein Blick auf Tab. 7 


' Versuchspraparat der I. G. Farbenwerke Hochst a.M. aus dem Jahre 1936, 
chemisch wahrscheinlich dem ,,Agrotin‘ ahnlich (vgl. Mituer-Srort 1950). 
2 Fir ,,Solvit‘* gilt in jeder Stufe der zweieinhalbfache Wert. 
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zeigt, daB jeweils in diesen Konzentrationsbereichen das Reaktions- 
maximum (py = 8,2—8,5) iiberschritten wird. 


Tabelle 9. Wachstum von Botrytis cinerea in Néhrlésungen mit hochprozentigen 
Mittelzusitzen zu Woursn-Lisung. Myceltrockengewichte in Gramm nach LO tigigem 
Wachstum bei 27° C. 
eeeeeeeSSSSSSSSSSSSSSSSSSSMMSFe 


Konzentration der Mittelzusitze 
0,5% 2,0% 3,0% 4,0% 5,0% 

a ee ee ee 
Gewohnliche 

Rebschmierseife . . 0,550 0,788 0,338 0,0 0,0 
,Adhasitpaste. . . 0,563 0,635 0,420 0,305 0,0 
5, Netzmittel Urania‘. 0,438 0,449 0,372 0,268 0,254. 
pSDOLVit's Sah 0,560 0,675 0,676 0,606 0,600 
PPA OTOUSS eete ee otNS 0,450 0,422 0,428 0,418 0,405 


Kontrolle ohne Zusatz: 0,564 (Mittelwert aus 4 Einzelversuchen). 


Bislang wurde lediglich die in kiinstlichen Kulturen erzeugte Mycel- 
masse als Kriterium fiir den Einflu8 der Seifen- und Seifenersatzstoffe 
auf Botrytis benutzt. Damit ist vor allem der Vorteil verbunden, dai 
dem Pilz wahrend der mehrere Tage wahrenden Versuchsdauer Gelegen- 
heit gegeben ist, ungiinstige Bedingungen selbst auszugleichen oder sich 
ihnen anzupassen; damit wird den natiirlichen Verhaltnissen weitgehend 
Rechnung getragen. Durch die oft benutzte Beobachtung der Conidien- 
keimung lassen sich ebenfalls wertvolle Feststellungen treffen, die 
jedoch tiber die weitere Entwicklung des Pilzes nichts aussagen k6nnen. 
Ich fiihrte einige Versuche tiber die Keimung von Botrytis-Conidien in 
seifen- und seifenersatzmittelhaltigen Losungen durch und fand dabei 
die iiber die Bedeutung der Reaktion gemachten Feststellungen be- 
staitigt. Die Keimversuche wurden in Losungen durchgefihrt, die auBer 
dem zu priifenden Mittel nur noch 5% Rohrzucker enthielten, also keine 
anderen, die Eigenreaktion der Praparate beeinflussenden Stoffe. 10 bis 
12 Std nach Beimpfen der Lésungen mit reifen Conidien (etwa 200 je 
mm? Fliissigkeit) wurden gekeimte und nicht gekeimte Conidien mikro- 
skopisch ausgezihlt. Wie zu erwarten, keimten die Botrytis-Conidien 
unter diesen Bedingungen in Schmierseifenlésungen erst bei sehr geringen 
Konzentrationen. 1,0 und 5% ige Lésungen verhinderten die Keimung 
vollstandig, da der px-Wert (9,0—9,5) jenseits des Reaktionsmaximums 
lag. In neutralisierten Seifenlésungen war natiirlich die Wachstums- 
hemmung aufgehoben. Erst in 0,1%iger Weinbergschmierseife keimten 
etwa 7—10% der Conidien (px = 8,05). In starkeren Lésungen fand sich 
nur gelegentlich unter 100 ungekeimten Conidien eine einzige mit einem 
kurzen Keimschlauch, der aber unter Granulation des Inhaltes meist 
abgestorben war. Es ist jedoch denkbar, daB gerade solche vereinzelten 
Conidien einer gewissen Anpassung fahig sind und selbst unter schwierig- 
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sten Verhialtnissen kleine Mycelien zu bilden vermégen, wie es in den oben 
besprochenen Versuchen mehrfach vorkam. Bei Konzentrationen unter 
0,1% Schmierseife nahm die Keimfahigkeit der Botrytis-Conidien sehr 
rasch zu und erreichte in 0,05 % igen Lésungen bereits 60—70 % (Kontroll- 
wert 85%). Mit Ausnahme von Cottondlschmierseife lag die Konzen- 
tration fiir die Conidienkeimung bei allen iibrigen Praparaten ihren 
Reaktionsverhiltnissen entsprechend mehr oder weniger hodher. In 
1% igen Loésungen von Altmanns fliissiger Seife, ,,Adhasitpaste“ oder 
,Audelina®* keimten 8—15% der Conidien (px = 8,0—8,4); in starkeren 
Lésungen blieb die Keimung aus. Wesentlich besser war dagegen die 
Keimung in den nicht seifenhaltigen Praparaten. Bei ,,Solvit* (2,5%) 
war kaum ein Unterschied gegeniiber dem Kontrollversuch festzustellen. 
Auch in 1% igen Lésungen von ,,Netzmittel Urania‘ und ,,Agrotin“ war 
die Beeinflussung der Keimprozente nur gering. Selbst in 3- und 5% igen 
Lésungen dieser Mittel wurden noch zahlreiche gekeimte Conidien be- 
obachtet; dies entspricht ihrem schwach sauren bis neutralen Charakter. 

Da verhaltnismaBig niedrige Seifenkonzentrationen in waBrigen Lésungen eine 
stark alkalische Reaktion erzeugen, kénnte man dazu verleitet werden, eine wirk- 
same Bekimpfung des Pilzes durch hochalkalische Spritzbriihen zu versuchen. Wohl 
ist eine gewisse Wirksamkeit von Seifenspritzungen gegen Botrytis als Stielfaiule 
durch Verhinderung eines Befalls der griinen Stiele und Kimme unreifer Trauben 
nicht véllig von der Hand zu weisen; gegen die Traubenfiule, bei der der Pilz als 
Wundparasit das reifende Beerengewebe befallt, ist jedoch keinesfalls eine aus- 
reichende Wirkung zu erwarten, da der aus den Wundstellen ausflieBende saure 
Beerensaft ahnliche Verhiltnisse erzeugt, wie sie bei Zugabe von Seifenmitteln zu 
saurer Nahrloésung bestehen. Der Weg zur Bekampfung des Botrytis-Pilzes auf Grund 


seiner Alkalititsempfindlichkeit 1i8t sich in der Praxis wohl kaum mit Erfolg 
beschreiten (vgl. MULLER-SToLL 1950). 


IV. Zusammenfassung. 

1. Seifenhaltige Praparate kénnen als Nahrstoffquelle fiir Botrytis 
dienen und bewirken unter geeigneten Bedingungen eine bedeutende 
Steigerung des Mycelwachstums. Der Pilz vermag den Fettsaurerest der 
Seifen als Kohlenstoffquelle zu assimilieren; um eine gute Ausnutzung 
der Seife als Nahrstoff zu erméglichen, miissen gleichzeitig andere, leicht 
assimilierbare C- und N-Quellen zur Verfiigung stehen. Wird Seife als 
einzige organische Substanz geboten, so ist das Pilzwachstum nur 
schwach. 

2. Den reinen hochmolekularen Fettsiuren (Stearin-, Palmitin- und 
Olsiure) fehlen — ebenso wie ihren Alkalisalzen — fungizide Kigen- 
schaften gegeniiber Botrytis; sie kinnen in gewissem Umfang ebenfalls als 
Nihrstoffe verwertet werden. 

3. Die hemmende Wirkung reiner Seifenlésungen auf Conidien und 
Myeel von Botrytis beruht auf ihrer hochalkalischen Reaktion; durch teil- 
weise Neutralisation der OH-Ionen wird die Wachstumshemmung auf- 


Verhalten von Botrytis cinerea gegentiber Seifen und Seifenersatzstoffen. 471 


gehoben. Das Reaktionsmaximum fiir Botrytis liegt etwa bei pa = 8,5. 
In Mischung mit Nahrlosungen verhindern die gepriiften Mittel die Pilz- 
entwicklung nur dann, wenn die Reaktion der Kulturfliissigkeit iiber 
diesem Wert liegt. Lediglich Schmierseife und seifenhaltige Ersatzmittel 
besitzen so stark basische Eigenschaften, daB in Verbindung mit den 
verwendeten Nihrldsungen wenigstens durch hohere Mittelzusitze der 
pu-Wert tiber das Reaktionsmaximum zu liegen kommt. Nicht seifen- 
haltige Ersatzpraparate reagieren dagegen nicht stark basisch, vielmehr 
meist neutral bis schwach sauer. Durch lebhafte Saurebildung verschiebt 
Botrytis die Reaktion der Kulturfliissigkeiten sehr rasch nach dem sauren 
pu-Bereich. 

4. In seifenhaltigen Losungen gewachsene Botrytis-Zellen zeigen reich- 
lich Fetteinschliisse; durch die Fettspeicherung werden die Wachstums- 
fahigkeit und aggressiven Higenschaften des Pilzes nicht nachhaltig 
gehemmt. Unter geeigneten Entwicklungsbedingungen sind die Mycelien 
auch bei Anwesenheit von Seife infektionsttichtig. 
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Sammelbericht. 


Der mikrobielle Abbau der Aminosaurent!. 


Von 
ALEXANDER JANKE. 


(Eingegangen am 11. Januar 1950.) 


Der mikrobielle Abbau der ~-Aminosiuren, zu dem offenbar die meisten 
Mikroben befahigt sind, kann an zwei verschiedenen Stellen des Molekiils 
angreifen, entweder 1. an der COOH-Gruppe (Decarboxylierung) oder 
2. an der NH,-Gruppe (Desaminierung). Der erstere Vorgang geht bei 
saurer, der letztere bei alkalischer Reaktion vor sich; durch beide 
Prozesse wird die Reaktion des Substrates gegen den Neutralpunkt ver- 
schoben. 


I. Die Decarboxylierung der «-Aminosduren?. 
A. Wirksame Mikroben und Reaktionsprodukte. 
RI - CH, -CH(NH,)COOH -> RI- CH, - CH, - NH, + CO, 
Aminosiure Amin 

Dieser gemaiB vorstehender Gleichung ablaufende ProzeB ist vor allem 
an Bakterien der Coli- und Proteus-Gruppe sowie an Streptococcus- und 
Clostridium-Arten gut studiert. Die entstehenden Amine iiben teils eine 
toxische Wirkung aus, wie die Diamine Putrescin und Cadaverin, teils 
einen sympatomimetischen Einflu8, der sich in peripherer Gefab- 
kontraktion und Blutdrucksteigerung éauBert, so das Phenylithylamin, 
Agmatin, Tyramin, Tryptamin und Histamin. Alle genannten Amine sind 
im Mutterkorn enthalten, in dem die Decarboxylierung vor sich geht; 
wegen des Nachweises dieser Basen in dem genannten Dauermycel sei auf 
KLEIN u. BosEr (1932) verwiesen. 

Fiir die Decarboxylierung werden am besten solche Mikroorganismen 
verwandt, die unter den gegebenen Wirkungsbedingungen nicht merklich 
desaminieren. Im folgenden sind immer die bei den einzelnen Amino- 


siuren benutzten Erreger sowie die erhaltenen Reaktionsprodukte an- 
gefiihrt. 


1. Gly kokoll [|= a-Aminoessigsiiure, CH,(NH,) -COOH], abgebaut 
durch Ps. fluorescens zu Methylamin (CH, - NH,) (StePHENSON u. GALE, 
1937). 


' Friihere Zusammenfassungen: JANKE (1930); FranKr (1939). 
* Vel. WurLE (1943, 1948); Gate (1946). 
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2. dl-Alanin [= a-Aminopropionsaure, CH, - CH(NH), - COOH], ab- 
gebaut durch B. coli zu Athylamin (STEPHENSON u. GALE, 1937 ) 


3. 1(—)-Serin [= Oxyalanin = «-Amino--oxypropionsiure, CH,(OH)- 
CH(NH,) - COOH], abgebaut durch anaerobe Faulnisbakterien zu Cola- 
min [= Aminoathylalkohol CH,(OH) - CH,(NH,)] (Norp, 1919). 

4. d,1-Valin [= «-Aminoisovaleriansiure, CH, -CH(CH,)-CH(NH,) - 
COOH], abgebaut durch Faulnisbakterien zu Isobutylamin [= CH, - 
CH(CH;) - CH,(NH,)] (NeuBERG u. Karczaa, 1909). 

5. 1(—)-Leucin [= «-Aminoisobutylessigsiure, CH,-CH(CH,) - CH, - 
CH(NH;)-COOH], abgebaut durch Proteus-Stimme zu Isoamylamin 
[= CH, - CH(CH,) - CH, - CH,(NH,)] (Arar, 1921). 

6. 1(+)-Arginin [= 6-Guanido-x-amino-n-valeriansiure, NH, - 
C(:NH)-NH-CH, - CH, -CH,-CH(NH,)-COOH], abgebaut a) durch 
Bakterien, die Arginase enthalten, wie gewisse Coli-Staémme (-+ Strepto- 
coccus faecalis R), Proteus- und Bacillus-Arten, sowie Cl. seplicum zu 
Putrescin [=Tetramethylendiamin, (NH,) -CH,-CH,-CH,-CH,(NH,)] 
(Hirat, 1935; Gaxz, 1940,), das zufolze Hersst u. SNELL (1949) ebenso 
wie andere Verbindungen, die den 1,4-Diaminobutan-Rest enthalten, fiir 
Haemophilus parainfluenzae als essentieller Wachstumsfaktor wirkt; das 
gleiche Endprodukt entsteht auch aus l-(-+)Ornithin [= «, 6-Diamino- 
n-valeriansdure] (GALE, 1946), ferner auch aus Asp. oryzae (YAMADA u. 
IsHrpa, 1926); b) durch Arginase-freie Bakterien, wie manche Coli- 
Staémme und Bacillus-Arten zu Agmatin [= 1-Amino-4-guanidil-butan] 
(AKAsI, 1939; Gaz, 1940,, 1946). 

7. 1(+)-Lysin [=«, «¢-Diamino-n-capronsiure, CH,(NH,) - CH, - 
CH, - CH, - CH(NH,)-COOH], abgebaut durch Coli-Stémme, Ps. 
fluorescens und Bacillus-Arten zu Cadaverin [= Pentamethylen- 
diamin, CH,(NH,) - CH, - CH, - CH, -CH,(NH,)] (VigTaNEN u. Larne, 
1936, 1937; GALE u. Epps, 1944; Gaz, 1946). 

8. 1(—)-Asparaginsaure [= «-Aminobernsteinsiure, COOH - CH, - 
CH(NH,)-COOH], abgebaut durch Rhizobium-Arten zu B-Alanin 
[= f-Aminopropionsaéure, COOH - CH, - CH,(NH,)] und anderen Pro- 
dukten (VIRTANEN u. LAINE, 1936, 1937). Wegen der Wuchsstoff- 
Wirkung des £-Alanins und seines Vorkommens im Molekil der Panto- 
thensiure besonders beachtenswert. 


9. 1(+)-Glutaminsaure [=«-Aminoglutarsiure, COOH - CH, - 
CH, - CH(NH,) - COOH], abgebaut durch Rhizobiwm- und Azotobacter- 
Arten (VrrRTANEN, RintTata u. Larne, 1938; VIRTANEN, LAINE uw. 
Rintata, 1940) sowie durch Coli-Stiimme, Cl. Welchit, Proteus- und 
Bacillus-Arten (STEPHENSON u. GALE, 1937; GaLn, 1946) zu y-Amino- 
buttersiure [COOH - CH, - CH, - CH,(NH,)]. 


474 A. JANKE: 


10. 1(—)-Tyrosin [= p-Oxyphenylalanin, OH -C,H,-CH,-CH(NH;)- 
COOH], abgebaut durch Coli-Stiimme, Streptococcus faecalis k, Lance- 
field-Streptokokken sowie Clostridiwm-Arten zu Tyramin [= p- 
Oxyphenylithylamin, OH - C,H, - CH, - CH,(NH,)] (HANKE u. Kozss- 
LER, 1922; Map u. Kine, 1929; Hrrar, 1933; Gate, 1940,, 1946; 
McGitvery u. ConEn, 1948). Den letztgenannten Forschern zufolge 
wirkte das von ihnen aus Streptococcus faecalis R bereitete Trocken- 
praparat der Tyrosin-Decarboxylase auch auf I-Phenylalanin ein, freilich 
in einem wesentlich geringeren AusmaBe als auf Tyrosin (etwa 1/199); der 
Nachweis des Angriffs erfolgte durch Isolierung des entstandenen #- 
Phenylathylamins aus dem Reaktionsgemisch (vgl. auch UMBREIT, 1949). 

11. 1(—)-Try ptophan [= Indol-Pr. 3-x-Aminopropionsiure, C,NH; - 
CH, -CH(NH,) - COOH], abgebaut durch Bact. aminophilum intesti- 
nale zu Tryptamin [= Indolathylamin, C,NH, - CH, - CH,(NH;,)| 
(BERTHELOT u. BERTRAND, 1912). 

12. 1(—)-Histidin [=f-Imidazol-x-aminopropionsaure, C;N,H, CH,* 
CH(NH,) - COOH], abgebaut durch Coli-Stimme und Clostridium 
Welchit zu Histamin [= f-Imidazolithylamin, C,N,H, - CH, - CH, 
(NH,)|, das zufolge SrravaHn u. Sevaa (1949) ebenso wie andere 
Imidazol-Derivate auf Bact. (Klebsiella) pneumoniae eine wachstums- 
fordernde Wirkung ausiibt (HANKE u. KoxrssLer, 1922; Hrratr, 1933; 
GALE, 1946; EHRISMANN u. WERLE, 1948). Den gleichen Abbau vollizieht 
auch das oben genannte Bact. aminophilum intestinale (BERTHELOT u. 
BERTRAND, 1912, 1918). 


B. Ausfithrung der Decarboxylierungen. 


1. Das Arbeiten mit ,,wachsenden Kulturen (KoESSLER u. HANKE, 
1919; HaNKE u. KorsstEr, 1922, 1924; Eaanrru, 1939). 

Die gemaB obiger Zusammenstellung in Betracht kommenden Bak- 
terien werden in einem geeigneten fliissigen Nihrboden, dem man die 
neutralisierte Aminosaurelésung zugesetzt hat, geziichtet, wobei mit 
einer Mindestdauer von einem Monat gerechnet werden muB. Als Kultur- 
gefaBe wihlt man am zweckmaBigsten ERLENMEYER- oder FRANKLAND- 
Kolben oder Steilbrustflaschen. 


2. Das Arbeiten in ,,ruhender Kultur‘ (GauE, 1946). 


Die Mikroben werden auf einem geeigneten Gallert-Nihrboden, am 
besten in einem Agar-Substrat, in mehreren Roux-Flaschen oder Kouie- 
Schalen als Massenkulturen gewonnen. Die erhaltenen Bakterien spiilt 
man dann mittels einer sterilen Phosphatpufferlésung (pax = 7) — even- 
tuell unter Zuhilfenahme von Glasperlen — ab, wischt sie in einer Stick- 
stoff-Atmosphare und fiigt zu dieser Suspension 1° der neutralisierten 
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Aminosaure bzw. des Chlorhydrats derselben hinzu. Zur Sterilhaltung 
wird eventuell noch Toluol zugegeben. 


3. Die Feststellung des Abbaues. 


Sie kann entweder durch Nachweis des entstandenen Amins erfolgen, 
indem man dasselbe in ein Salz — meist Pikrat, Pikrolonat, Chloro- 
platinat oder Chloraurat — iiberfiihrt und von diesem den Schmelzpunkt 
bestimmt; oder man fingt nach VrrTANEN das frei gemachte CO, in einem 
Kaliapparat auf und wagt diesen in gewissen Zeitabstinden, wobei man 
ebenso wie bei der durch GaLE (1946) angewendeten manometrischen 
Methode einen Einblick in den zeitlichen Reaktionsverlauf erhalt. In 
manchen Fallen ist auch eine quantitative Bestimmung des erhaltenen 
Amins méglich, so kann z. B. der Tyramin-Gehalt mit 1-Nitroso-2-naph- 
thopurpur colorimetrisch ermittelt werden. 


C. Die wirksamen Enzyme (Aminosduredecarboxylasen). 


1. Substratspezifitat. 


Die Aminosaure-Decarboxylasen sind zum Teil substratspezifisch. Zu- 
nachst wird nur die natiirliche, also die 1-Form der Aminosiduren an- 
gegriffen; bloB beim Histidin kann auch die d-Form durch Erreger der 
Coli-Typhi-Gruppe decarboxyliert werden (WERLE, 1941). Mittels ge- 
waschener Suspensionen von Streptokokken sowie von Bakterien der Colt- 
Typhi-Gruppe und Pseudomonas-, Proteus-, Bacillus- und Clostridium- 
Arten gelang GALE (1946) bloB die Decarboxylierung von Arginin, Orni- 
thin, Lysin, Glutaminsaure, Tyrosin und Histidin, und zwar nur dann, 
wenn die NH,- und COOH-Gruppe sowie die am anderen Ende noch vor- 
handene dritte polare Gruppe frei waren. Es kommen demnach 6 ver- 
schiedene substratspezifische Aminosiure-Decarboxylasen in Betracht: 
1-Arginin-, 1-Ornithin-, 1-Lysin-, 1-Glutaminsaure-, 1-Tyrosin- und 
1-Histidin-Decarboxylase. 


2. Vorkommen der Aminosiure-Decarboxylasen. 


Die genannten 6 verschiedenen Decarboxylasen finden sich in den 
mannigfachsten Bakterien, wie dies aus der obigen Zusammenstellung 
hervorgeht; keines dieser Enzyme ist jedoch konstant mit einem anderen 
vergesellschaftet. 

Die Bildung der Aminosiure-Decarboxylasen in Bakterien ist eine 
adaptive ; nur die Glutaminsaure-Decarboxylase ist konstitutiv, wenn auch 
bei ihr durch Zusatz des spezifischen Substrates eine Steigerung des 
Abbaues bewirkt wird. Fiir eine optimale Synthese der Histidin-Decar- 
boxylase scheint ein in Nahrbouillon enthaltener spezifischer Faktor not- 
wendig zu sein (EHRISMANN u. WERLE, 1948). Auf die Enzymbildung 
wirken ferner noch giinstig: a) saure Reaktion des Nahrmediums, aut dem 


476 A. JANKE: 


die Bakterien heranwachsen (pa etwa 5—6); bei pu = 4—5 ist die 
Enzymbildung noch starker, jedoch die Bakterien-Ausbeute sehr gering; 
am meisten empfiehlt sich Ziichtung in einer Traubenzuckernahrlésung, 
z. B. trypsinverdautes Casein mit 1—2% Glucose + 1% der betreffenden 
Aminosiure. — b) geeignete Temperatur, die aber fiir die einzelnen 
Mikroben verschieden ist und mit derem Wachstumsoptimum nicht tiber- 
einstimmen muB; so liegt das Optimum fiir die Decarboxylase-Bildung 
fiir B. coli bei 25° C, fiir Streptococcus faecalis R und Clostridiwm-Arten 
bei 37° C. — c) eine entsprechende Kulturdauer ; die Ernte wird am besten 
nach Beendigung der Zellteilung vorgenommen. 
3. Gewinnung zellfrecier Enzympraparate. 

Am leichtesten gelingt die Herstellung von Acetondauerpraparaten, die 
man dann — mit Ausnahme der Tyrosin-Decarboxylase — mit alkali- 
schen Pufferldsungen (px = 8,0—9,0) extrahiert (Epps, 1944, 1945; 
GALE u. Epps, 1944; Taytor u. GALE, 1945); hierbei tritt jedoch eine 
weitgehende Zerstérung der Ornithin- und der Histidin-Decarboxylase ein. 
Die Reinigung der erhaltenen Lésung erfolgt durch Adsorption an Ton- 
erde Cy oder an Ca-Phosphat und Fraktionierung mittels Ammonium- 
sulfat. Zum Herauslésen der Tyrosin-Decarboxylase kann ein Acetat- 
Puffer vom pu = 5,5 Verwendung finden. 

Zellfreie Zubereitungen der Ornithin-Decarboxylase werden durch 
Zerkleinerung der Zellen mit anschlieBendem Ausschleudern gewonnen 
(z. B. Taytor u. GALE, 1945). 

Zur Gewinnung einer bestimmten Aminosiure-Decarboxylase geht 
man von Mikroben aus, die nur diese allein enthalten (GALE, 1946); im 
einzelnen werden die nachfolgenden Bakterien empfohlen: 

a) fiir 1-Arginin-Decarboxylase: B. coli (N.C. Type Cult. Nr. 7020); 

b) fiir 1-Ornithin-Decarboxylase: Clostridiwm septicwm Pasteur III 

CN. Go Our. O47} 
c) fiir 1-Lysin-Decarboxylase: Bact. cadaveris (N.C.7'.C. Nr. 6578); 
d) fiir l-Glutaminsiiure-Decarboxylase: Clostridium Welchii A. S. R.12 
(nicht acetonbestiindig) oder Bakterien der Coli-Gruppe ; 

e) fiir l-Tyrosin-Decarboxylase: Streptococcus faecalis R. 

f) fiir 1-Histidin-Decarboxylase: Clostridium Welchii B. W. 21 (die 
begleitende Glutaminsiiure-Decarboxylase wird zerstért). 


4. Wirksamkeit der Decarboxylasen. 

Die Decarboxylasen wirken streng spezifisch nur auf die ent- 
sprechende Aminosiiure, deren polare Gruppen an den Molekiilenden 
ebenso wie die COOH- und NH,-Gruppen frei sein miissen. Wohl aber 
kénnen andere polare Gruppen besetzt sein; so wirkt die 1-Tyrosin- 
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Decarboxylase auch auf Dopa (1-3,4-Dioxyphenylalanin). Die pu- 
Optima der zellfreien Zubereitungen liegen im sauren Gebiet (px = 4,5 
bis 6). 

Da die Decarboxylierung 100 % ig ist, kann mittels der oben erwihnten 
manometrischen Methode eine quantitative Bestimmung der betreffenden 
Aminoséiure vorgenommen werden; aus Racematen la&t sich so die d- 
Form gewinnen. 

Kine Hemmung der Decarboxylase-Wirkung tritt durch Aldehyd- 
reagentien und Blausaure ein, was auf eine Carbonyl-Gruppe im Molekiil 
hindeutet. 


5. Die Co-Aminosiure-Decarboxylase. 

Kine Trennung der Aminosiiure-Decarboxylasen in Apo- und Co- 
enzym gelang bei Lysin-, Tyrosin-, Arginin- und Ornithin-Decarboxylase 
durch Fallung mittels ammoniakalischer Ammoniumsulfat-Lésung. Die 
4 Apoenzyme kénnen durch Zugabe einer Aufkochung irgendeines der 4 
unbehandelten Enzyme oder durch Hefekochsaft wieder zu den ent- 
sprechenden Decarboxylasen vervollstindigt werden; es liegt demnach 
bei diesen 4 Decarboxylasen ein einheitliches Coenzym vor. Bei der 
Glutaminsaiure-Decarboxylase war eine (wenn auch nur unvollstindige) 
Trennung in Agon und Pheron durch 24stiindige Dialyse bei px = 2,0 
und 0° C moglich, wahrend bei der Histidin-Decarboxylase eine solche 
bisher nicht gelang (GALE u. Epps, 1944). 

Die Co-Decarboxylase ist in der Natur weit verbreitet, so in 
Pflanzen, Rattengewebe, Kuhmilch und Hefe; von den Bakterien ent- 
halten sie auch jene, die keine aktive Aminosadure-Decarboxylase auf- 
weisen. 

Von den Metallsalzen der Co-Decarboxylase sind das Ag-, Hg- und Pb- 
Salz in Saure léslich und werden bei pu = 7 wieder gefallt. Das Ba-Salz 
ist bei allen px-Werten in Wasser loslich, wird aber bei px = 7 durch 
60% iges Methanol oder Athanol ausgeschieden. 

Die freie Co-Decarboxylase ist in Methanol und Athanol léslich, wird 
durch Phosphorwolframsiure gefallt und weist bei Siedetemperatur gegen 
Natronlauge (bis 1,0 n) auffallende Bestindigkeit auf, nicht aber gegen 
schwache Siauren. Reine Priparate sind relativ unbestandig. 

Wegen der Darstellung der Co-Decarboxylase aus Brauerei-Trocken- 
hefe durch milde Barytlauge-Extraktion und der Reinigungsmethode sei 
auf Epps (1944) und GALE (1946) verwiesen. 

Was die chemische Zusammensetzung anlangt, scheinen alle Amino- 
siure-Decarboxylasen — mit Ausnahme der Histidin-Decarboxylase — 
das gleiche Co-Enzym zu besitzen und dieses diirfte mit Pyridoxal- 
phosphat identisch sein, das auch durch Pyridoxal und Adenosin- 
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triphosphorsiure (A.T.P.) ersetzbar ist (BELLAMY u. GUNSALUS, 1944,, 9; . 
GunsaLus, BeLLaMy u. UmBreit, 1944; Harris, HeyL u. FoLKERs, 
1944; BappILEY u. GALE, 1945; UMBREIT u. GUNSALUS, 1945; UMBREIT, 
1949). Was den Bindungsort der Phosphorsiure anlangt, scheint es sich 
um das Pyridoxal-3-phosphat zu handeln, dessen Athylacetal durch 
Karrer u. Mitarb. ebenfalls wirksam befunden wurde (KARRER u. 
VISCONTINI, 1947; KARRER, VISCONTINI u. FoRSTER, 1948). 


H O———CH(O - C,H;) 
0 Poe. 
H,c—c” \c_O-PO,H, 
HO-H,C-C” ‘C—O -PO,H, Aa atace 
| er Rep ; 
NOY ging tinn: 
Pyridoxal-3-phosphat Pyridoxalacetal-3-phosphat 


Je nach dem Apo-Enzym, mit dem das Pyridoxalphosphat zusammen- 
tritt, entstehen die einzelnen substratspezifischen Aminosaure-Decar- 
boxylasen, die alle die gleiche Wirkungsspezifitat aufweisen. 


Die Tyrosin-Decarboxylase in Aceton-Dauer-Praparaten des Streptococcus 
faecalis R decarboxyliert auBer p-Oxyphenylalanin auch Phenylalanin (UmBRErT, 
1949) sowie Dopa (= m-, p-Dioxyphenylalanin), nicht hingegen m-Oxyphenyl- 
alanin, das aber durch das entsprechende Enzym aus Meerschweinchenniere 
decarboxyliert wird (BLASCHKO u. STANLEY, 1948). 

Die Asparaginsaure-Decarboxylase ist bloB von schwacher Wirksamkeit 
und tritt nur in geringer Konzentration auf (MARDASHEV, 1947; MARDASHEY u. 
GuLADKoVA, 1948; MarpasHEV u. Errncor, 1948); sie wurde mit gewaschenen Sus- 
pensionen von Rhizobium trifolii durch BiLtLEN u. LicustEern (1949) genauer 
untersucht und konnte aus Bact. (Escherichia) coli in zellfreiem Zustand gewonnen 
werden (RopErR u. McInwatn, 1948). 

Die Histidin- Decarboxylase wird von Darmbakterien, vor allem von B. coli, 
sowie von Clostridium Welchii gebildet und greift in den meisten Fallen sowohl die 
I- als auch die d-Form der Aminosiure an; sie wirkt bei pq 5,0—5,5 optimal und wird 
durch HCN, sowie durch Carbonylgruppenreagentien und die Ketonreagentien von 
GIRARD gehemmt. Die Wirkung gleichzeitig anwesender Histaminase laBt sich 
durch Zusatz von Putrescin zum Ansatz ausschalten (WERLE, 1941; EHRISMANN u. 
Werte, 1948). Die Histidin-Decarboxylase bildet aus Histidin-Dipeptid an- 
scheinend substituierte Histamine (GricErR, 1948). 


II. Die Desaminierung der «-Aminosiiuren. 
A. Allgemeines. 

Die mikrobiologische NH,-Abspaltung aus «-Aminosiuren, zu der die 
Mehrzahl der Bakterien mit Ausnahme der meisten Strepto- und Staphylo- 
kokken befahigt ist, kann sowohl auf aerobem als auch auf anaerobem 
Wege erfolgen. Dabei entstehen gem der nachfolgenden Ubersicht die 
verschiedensten Siiuren mit gleicher Anzahl der C-Atome; durch Kiirzung 
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der C-Kette kénnen diese dann weiter in niedriger molekulare Fett- 
sauren, Alkohole und Kohlenwasserstoffe iibergehen. Bei den hetero- 
zyclischen Aminosiiuren kommen auch Ringéffnungen vor. 


Desaminierungsprodukte der x-Aminosturen (C,,) (Formelbilder unten): 


) Ungesattigte Fettsauren (Cn). 
| «-Ketosauren (Cn) 
e206 


— CO, { «) +0: Sauren (C,_1) S=Kohlsnwaserstoffe (Creta)s 
{a) ~ Aldehyde (Cus) | 6) +2H: Alkohole (Cn_1) 
b) Oxydo- — CO, : 
> H - COOH (in H, + CO,) + Sauren (C,_1) ———> Kohlenwasser- 
reduktion stoffe (Cy_2). 
Oxydo- — CO, 
| 6)-Ketosaiuren > CH, -COOH + Sauren (Cn_2) ——~> Kohlenwasser- 
reduktion stoffe (Cn_3). 
) Oxysauren (Cy). 
— CO 


) Gesattigte Fettsauren (Cn) -2 Kohlenwasserstofte (Cn-1). Dazu kommen noch 


) Ringéffnungen und 
| Abbau des Arginins zu Ornithin. 


Reaktionsmechanismus. Auf Grund seiner Feststellung, daB Histidin 
durch Bakterien der Colt-T'yphi-Gruppe in die Imidazol-acrylsaure iiber- 
geht, nimmt Raistrick (1917) an, daB die ungesattigten Fettsauren 
ganz allgemein das erste Produkt der Aminosaéure-Desaminierung dar- 
stellen, aus denen zunachst — ohne Kettenkiirzung — die «- und £-Keto- 
séuren sowie die Oxysauren und gesattigten Fettsiuren hervorgehen, die 
dann einen weiteren Abbau erleiden kénnen. Es besteht jedoch die 
Moglichkeit, daB die «-Ketosauren, denen im Abbau zweifelsohne eine 
zentrale Stellung zukommt, auch noch auf einem anderen Wege, namlich 
iiber die Iminosduren, entstehen. Es ergibt sich demnach fiir die ohne 
Kettenkiirzung verlaufenden Umsetzungen das folgende Schema: 


Faktoren, die den Abbautypus beeinflussen: Unter diesen kommt 


1. den wirksamen Mikroben die grote Bedeutung zu: a) Bakterien 
vermégen die Desaminierung nach simtlichen Typen vorzunehmen, 
wobei sich die Anaerobier aber meist auf die Bildung von Fettsiuren und 
Kohlenwasserstoffen nach 26 und 5 beschranken. Die Heranziichtung der 
Bakterien muB bei alkalischer Reaktion vorgenommen werden, da im 
sauren Gebiet Aminosiure-Decarboxylasen entstehen. — b) Sproppilze 
(Hefen) bewirken die Desaminierung meist nach 2af, wobei sich hohere 
Alkohole (Fuseléle) bilden. — c) Hyphenpilze fiihren die Aminoséuren 
meist nach 4 in Oxysiuren iiber, die mitunter auch eine vollstindige 
Oxydation erleiden. 
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—NH, + 0 


R- CH, - CO. COOH(2)- 


R- CH, - CH(OH) - COOH (4) 


RCO - CH, - COOH (3) 


— 2H 


t 
| 


Imino-Saure 


R-CH,-C:NH-COOH 


Enol-Form 


a-Ketosaure 
t 
——+>R- CH: C(OH) - COOH 


| 
| 


g-Oxysaure 
1" 


+H|OH 


+0 


Enol- Form 


f-Ketosaure 
t 
| 
R -C(OH) : CH - COOH<{— 


| +0 


| 


R.CH:CH-COOH(1) <——-— 


—NH, 


aerob 


R - CH, - CH(NH,) - COOH 


a«-Aminosaure 


ungesatt. Fettsiure 


iA, 0 © . CH: C(OH) - COOH 


anaerob 
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R. CH, - CH, - COOH (5) 


Enol-Form 
/ 
t 


2H 


€ 
“ 
> 


+ 


R- CH, -CO- COOH (2) 


-R - CH, - CH(OH) - COOH (4) 


Oxysiaure 


a-Ketosiure 


gesatt. Fettsaure 


Ubersicht iiber die bei der Aminosiéiuren-Desaminierung ohne Kettenkiirzung in Betracht kommenden Séuren. 


2. Was den Bau der 
Aminosauren  anlangt, 
werden a) im allgemeinen 
solche mit offener Kette 
leichter angegriffen als jene 
mit Ringbildungen, und 
zwar durch Bakterien um 
so leichter, je langer die 
Kette ist. —b) Optisch ak- 
tive Formen. In den mei- 
sten Fallen werden nur die 
1-Formen angegriffen, je-— 
doch tritt mitunter auch 
bei der d-Form eine Des- 
aminierung ein. So konnte 
eine solche durch NEILSON 
u. Eaaues (1947) bei der 
Einwirkung , ,ruhender Kul- 
turen** (gewaschener Sus- 
pensionen) von Proteus 
ichtyosmius auf Glutamin- 
sdure und auf Arginin fest- 
gestellt werden. — c) Schwe- 
felhaltige Aminosdéuren er- 
leiden einen Abbau, bei 
dem H,S entsteht; so des- 
aminiert Proteus vulgaris 
Cystein — offenbar nach 
2b — zu KEssigsiure unter 
gleichzeitiger Bildung von 
H,S, NH, und H - COOH 
(bzw. CO, + H,) (Tarr, 
1933). Wie aus den Unter- 
suchungen von DESNUELLE 
u. GRanp (1943) hervor- 
geht, ist Bact. coli, das 1- 
Cystein abbaut, auf (S- und 
N-)Methyleystein ohne Ein- 
fluB. Der Angriff dieses 
Bakteriums auf Cystein 
wird durch Luftsauerstoff 
stark gehemmt (FRoma- 
GEOT, GRAND u. DESNU- 
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ELLE, 1944). Auf d-Cystein ist Bact. coli wirkungslos, desgleichen Bac. 
subtilis, der iquivalente Mengen von NH, und'H,S§ bildet und bei 42° C 
und px = 6,7 optimal wirkt (FRomacEor u. TcoHEN-Pav, 1941). Eine 
Hemmung durch Sauerstoff findet bei dieser Bacillus-Art nur bei re- 
lativ hohen O,-Drucken (po, 150 mm Hg) statt (CHarx u. TcHEN-Pau, 
1943). — d) Beim Abbau des Serins durch B. coli mu der OH-Gruppe 
eine besondere Bedeutung zukommen, da ihre Substituierung ein Aus- 
bleiben der Desaminierung nach sich zieht (vgl. weiter unten). —e) Valin 
wird ahnlich wie Glykokoll und Betain von den gewéhnlichen Bak- 
terien nur schwer angegriffen, wohl aber durch Bac. valinovorans und 
Bac. dentatus Br.et H. (HEIGENER, 1935). 

Durch die einzelnen Mikroben werden nicht alle Aminosauren desaminiert. So 
stellten ConEN, RayNAUD, ConEN-Bazire u. NisMAN (1947) fest, daB Suspensionen 
von Clostr. saccharobutyricum und Clostr. sporogenes Glykokoll, Alanin, 6-Alanin, 
Cystein, Cystin, Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Lysin, Tryptophan und 
Phenylalanin nicht desaminieren; der zweitgenannte Anaerobier war im Gegensatz 
zu den Beobachtungen STIcKLANDs auch nicht imstande, Serin zu desaminieren, wohl 
aber gelang dies durch Clostr. saccharobutyricum. Dieser Anaerobier spaltete auch aus 
Asparagin- und Glutaminsaure, Arginin, Tyrosin und Histidin NH, ab, wahrend dies 
mittels Clostr. sporogenes nur bei Glutaminsaure, Arginin und Ornithin gelang. 

Ahnliche Verschiedenheiten in der Desaminierung der einzelnen 
Aminosaéuren wurden auch bei Schimmelpilzen beobachtet. So wies WOLF 
(1948) mittels der manometrischen Methode nach, daB Penicillium chryso- 
genum Stamm Q-176 Alanin, Glutaminsaéure und Prolin am raschesten 
oxydiert, wahrend Cystin nicht und Glykokoll, Valin, Isoleucin, Aspara- 
ginséure und Cystein nur langsam desaminiert werden; die restlichen 
Aminosauren zeigten einen gemaBigten Abbau. 

Die Bildung von H,S ausCystein erfolgt durch das Enzym Cysteinase. 
Liegt Cystin vor, so wird dieses zunachst zu Cystein hydriert und zwar 
entweder durch Glucose bzw. eine andere reduzierende Substanz oder 
aber durch elementaren Wasserstoff, sofern die betreffenden Mikroben 
iiber das Enzym Hydrogenase verfiigen. 

Die Cysteinase des B. coli und des Proteus vulgaris ist ein adaptives 
Enzym, das nur die |-Form angreift und durch Glucose etwas gehemmt 
wird. Im Gegensatz hierzu hat das im Propionibactervum pentosaceum 
enthaltene Enzym einen konstitutiven Charakter und erfahrt durch 
Glucose eine Beschleunigung seiner Wirkung (DESNUELLE u. FROMAGEOT, 
1939; DESNUELLE 1939, 1940). 

Die Enzym-Reaktion erfahrt zufolge FRomacEot u. TcHEN-PAU (1943) 
durch Hydroxylamin, Hydrazin, Semicarbazid und KCN eine Hemmung, 
was fiir das Vorhandensein einer Carbonyl-Gruppe im aktiven Teil des 
Cysteinase-Molekiils spricht. 

Bei der EiweiBfaiulnis entsteht relativ viel Methylmerkaptan 


(CH, - SH). 
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B. Desaminierung zu ungesattigten Fettsauren. 


Hierbei entstehen aus den einbasischen Aminosauren substituierte 
Acrylsauren, vor allem durch die Bakterien der Coli-Typhi-Gruppe, so 
aus dem |-Histidin in RincER-Lésung die Imidazol-acrylsiure oder 
,,urocanic-acid** (RAISTRICK, 1917). Aus der zweibasischen | (—)-Aspara- 
ginsiure geht unter dem Einflu8 der spezifisch wirkenden Aspartase 
(Fumaraminase) die Fumarsiure hervor. Letztgenanntes Enzym findet 
sich vor allem in fakultativ anaeroben Bakterien und ist aus Ps. fluores- 
cens durch VIRTANEN u. TARNANEN (1931, 1932) sowie aus zellfreiem 
Saft von Bact. coli mittels fraktionierter Fallung durch GaLE (1938) 
gewonnen worden; diese Coli-Aspartase (Aspartase II), deren px-— 
Optimum zwischen 7,0 und 7,5 liegt, wird durch Toluol gehemmt und 
bendtigt ein Co-Enzym, das durch Adenosin vertretbar, vielleicht auch 
mit diesem wesensgleich ist. 


Wenn man mittels gewaschener Suspensionen von Bakterien, z. B. von 
B. coli, die NH ;-Abspaltung aus Asparaginsiiure unter Fumarsiure- 
Bildung bewirken will, miissen die Suspensionen vorher mit 2% Cyclo- 
hexanol behandelt werden, um das Enzym Fumarase zu hemmen, da 
dieses sonst die Fumarsiure unter Wasser-Anlagerung in Apfelsiure tiber- 
fiihren wiirde (Cook u. Wootr, 1928; Wootr, 1929). 


Den ungesittigten Fettsiuren wird im mikrobiellen Aminosiure- 
Abbau eine zentrale Stellung eingeriumt, wie sich aus obigem Schema — 
ergibt. 


C. Desaminierung iiber «-Ketosaduren. 


Ks handelt sich um eine Dehydrierung, die aber nicht nur durch aerobe 
Organismen, sondern auch durch Anaerobier ausgefiihrt werden kann, in 
welch letzterem Falle andere Aminosiiuren die Rolle von Wasserstoff- 
Acceptoren tibernehmen (StrckLanp-Reaktion, S. 492). Sofern unter 
aeroben Bedingungen der Luftsauerstoff als Acceptor fiir den Wasser- 
stoff dient, entsteht hierbei H,O,. Wie bereits oben ausgefiihrt wurde, 
kann der Reaktionsweg fouenonere eise tiber die ungesittigte Fettsiure 
oder iiber die Iminosiiure fiihren. 


O 
‘ R -CH: CH -COOH ——~R - CH: C(OH) - COOH 
—NH,_ * substit. Acrylsiure substit. Oxyacrylsiure- 


| Y 
ot CH, - CH(NH,) - COOH + H,O =R- - CH, - CO - COOH 
‘i + NH, + 2H Acceptor 
| [ev. + O, > H,0g] 


— 2H | o«-Aminosiure a-Ketosiure 
u ls NH, 
RiiOH. «CNH: COOH === = Re. CH, - - ((OH) (NH,) -COOH 
+ H,O 


Iminosiiure Oxyaminosiure 


Der mikrobielle Abbau der Aminosauren. 483 


Aus den Amino-Monocarbonsauren entstehen so — auer der Glyoxyl- 
saure — substituierte Brenztraubensiuren, aus den Amino-Dicarbon- 
sauren aber Oxalessigsiure bzw. «-Ketoglutarsiure. Viele dieser Keto- 
sduren sind nur schwierig nachweisbar, da sie wegen ihrer Instabilitat 
— vor allem in der Enol-Form — rasch einem weiteren Abbau verfallen. 
Jedoch ist ihre Abfangung verschiedentlich gelungen, so jene der 
Glyoxylsiure mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazins (JanKE u. TAYEN- 
THAL, 1936; EGamt, 1938), ferner der Brenztraubensaure unter teilweiser 
Verwendung des gleichen Abfangmittels, und zwar nicht nur allein bei 
EKinwirkung von Bakterien (AuBEL u. EGamt, 1935; SrEPHENSON, 1949), 
sondern auch bei jener von Pilzen, wie Fusariwm lini (WrrrH u. Norn, 
1943), auf Alanin. Auch durch Asp. oryzae konnte eine Reihe von 
Aminosauren in die entsprechenden Ketosiuren iibergefiihrt werden 
(UvEemuR4, 1937, 1939). Mitunter kann auch aus der Hemmungswirkung 
von Salzen der «-Ketosiuren auf die NH,-Entwicklung aus Aminosduren 
das Vorliegen eines Gleichgewichtes zwischen diesen und den erstgenann- 
ten Sauren erschlossen werden. So haben CoHEN-Bazire u. Satssac (1947) 
eine solche hemmende Wirkung beim Zusatz von «-Ketoglutarat auf die 
Desaminierung der Glutaminsdure durch Clostridiwm sporogenes be- 
obachtet. 

Aber auch unter anaeroben Bedingungen kann aus g-Aminosduren 
Brenztraubenséure entstehen; so gelang es DESNUELLE, GRAND u. 
Fromaceor (1944) bei der Einwirkung von B. colt auf |-Alanin oder dl- 
Serin diese Ketosaure als Dinitrophenylhydrazon zu isolieren. Beim Serin 
diirfte die OH-Gruppe am f-Kohlenstoff beteiligt sein, da O-Methylserin 
nicht angegriffen wird. Es handelt sich wahrscheinlich um eine innere 
Dismutation, die iiber die Iminosaure fiihrt, gemaB der Gleichung 

(OH)CH, - CH(NH,) - COOH = CH, - CO - COOH + NH, 

1, L_+CH,-C:NH-COOH + H,0 

Il, |_-+CH, -CO - COOH + NH, 
0 

Weiterer Abbau der «-Ketosauren. Er tritt meist leicht ein und 
kann (I) durch Decarboxylierung iiber den um ein C-Atom armeren 
Aldehyd verlaufen, der dann seinerseits (A) eine Hydrierung zum ent- 
sprechenden Alkohol oder (B) eine Dehydrierung zur Fettsaure erleidet; 
es handelt sich demnach um das normale Schema des Kohlenhydrat- 
metabolismus, worauf ANDERSON (1947) anlaBlich seiner Untersuchungen 
iiber die Einwirkung von Proteus auf Asparagin- und Glutaminsdure 
hingewiesen hat. (IZ) unter Abspaltung von Ameisenséure die um ein 
C-Atom armere Fettsdure (wie in JB) liefern oder schlieBlich (IJ) durch 
Hydrierung in die Oxysiure mit gleicher Anzahl von C-Atomen tiber- 


gehen. 
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2H 
(A) eqeneee Ea toy R-CH,-CH,OH 
co, anaerob 
iat ME VR, = ys d 
Bi CH» CHO) «py ce 0 OFS oe CHE. COO 
+ H,O aerob oder 
R-CH,- anaerob (+ 2H) 
51 JA le H. 
CO-COOH) 77) +20 _ ir. COOH (baw- Hy + CO,) + R CH, COOH 
aerob oder anaerob 


(III) east R.- CH, - CH(OH) - COOH anaerob 


Wegen der experimentellen Stiitzung der hier angegebenen Reaktions- 
wege sei auf die bei JANKE (1930) angefiihrte altere Literatur verwiesen. 


ir 


1. Desaminierung zu den um ein C-Atom drmeren Alkoholen 
(alkoholische Garung der Aminosdéuren nach F. EHRLICH). 
R-CH, -CH(NH,) -COOH + H,O = R-CH,-CH,OH + NH, + CO, 

In diesem Fall wird der nach Reaktion (I) entstehende Aldehyd gemaB 
(A) zum entsprechenden Alkoholhydriert. Diese endotherme Reaktion 
erfolgt nur bei Gegenwart von Zucker oder anderen als Energiequelle 
geeigneten Kohlenhydraten bei gleichzeitigem N-Mangel. Zumeist wird 
nur die natiirlich vorkommende |-Form vergoren, so daf aus der ra- 
cemischen Verbindung die d-Form (wenigstens teilweise) zuriickbleibt 
und gewonnen werden kann, wie dies in neuerer Zeit KOCHER u. VOGLER 
(1948) beim dl-Methionin gezeigt haben, nachdem durch VOGLER (1947) 
festgestellt worden war, da das natiirlich vorkommende Methionin der 
l-Reihe angehort. Bei einigen Aminosauren (Asparaginsiure, Tyrosin und 
Prolin) tritt die Spaltung der Racemate nur bei Gegenwart von Wachs- 
tumsfaktoren (EHRLICH, 1929) ein, ohne solche erfolgt dieselbe symme- 
trisch. Auf vorstehende Weise wird bei der alkoholischen Giirung durch 
Hefen aus den Aminosiiuren der letzteren das sogenannte Fuselél gebildet. 
Dessen Hauptbestandteile sind: [sobutylalkohol [CH, - CH(CH,) -CH,OH] 
aus 1(+-) -Valin, Isoamylalkohol [CH, - CH(CH,) - CH, -CH,OH] aus 1- 
Leucin, aktiver Amylalkohol (CH, -C(CH;)OH - CH, -CH3] aus 1 (+)- 
Tsoleucin; ferner finden sich noch normaler Amylalkohol (aus Norleucin), 
Tyrosol (aus Tyrosin), T'ryptophol (aus Tryptophan) und Histidol (aus 
Histidin) vor. Ornithin hingegen erleidet gemaB den Feststellungen von 
THORNE (1937) einen abweichenden Abbau, bei dem ein Gemisch von 
Butylenglykol und Bernsteinsiiure entsteht. Wegen der aus den einzelnen 
Aminosiiuren durch Saké-Hefe erhaltenen Produkte sei auf YAMADA 
(1935) verwiesen. 

Die alkoholische Garung der Aminosiuren wird durch Kulturhefen, 
wilde Hefen, Mycoderma-Arten, Pullularia (Dematium) pullulans und ver- 
schiedene Schimmelpilze hervorgerufen und zwar wirken nur die lebenden 
Mikroben, nicht aber deren PreBsifte und Acetondauerpriiparate. 


_ 
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Die gleichen Alkohole kénnen aus den Aminosauren aber auch noch auf einem 
anderen Reaktionsweg, namlich iiber die durch Entcarboxylierung derselben sich 
bildenden Amine (S. 472), entstehen. Auch in diesem Fall scheint der Weg tiber den 
Aldehyd zu fiihren, so da8 keine Hydrolyse sondern eine Oxydoreduktion vorliegt, 
die durch eine spezifische Monoamino-oxyhydrase der wirksamen Mikroben, 
namlich Schimmelpilzen und luftliebenden Spro8pilzen, katalysiert wird. 


2, Desaminierung zu den um ein O-Atom drmeren Fettsduren. 


Solche gesattigten Fettsiuren kénnen aus den intermediir gebildeten 
«-Ketosiuren entweder nach JB durch Decarboxylierung iiber den 
Aldehyd oder nach IJ durch Zerfall auf oxydoreduktivem Wege unter 
Wasseraufnahme neben Ameisensiure entstehen; letztere spaltet sich 
meist in H, und CQ,. 

Nach 7B: R- CH, - CH (NH,) - COOH + 2 H,O 
= R-CH,- COOH + NH, + CO, -+ 4H — Acceptor 
Nach JI: R-CH, -CH (NH,)- COOH + 2H,0 = 
= R-CH,-COOH + NH, + H-COOH + 2H = Acceptor 

Als Wasserstoff-Acceptoren kommen Zwischenprodukte der 
alkoholischen Garung, Chinone, m-Dinitrobenzol oder Luftsauerstoff in 
Betracht; im letzteren Falle entsteht bei der Bildung der Ketoséure 
durch Aufnahme von 2 Wasserstoffatomen H,O,, das dann den Aldehyd 
zur Sdure oxydiert. Sofern dieser ProzeB8 durch aerobe Bakterien durch- 
gefiihrt wird, geht er am besten bei der schwach alkalischen Reaktion des 
Henpersonschen Phosphatgemisches (m/,) prim. + °/;) msec; pu = 7,7) 
vor sich. Gegenwart von Zuckerarten, aus denen durch die Bakterien 
Sauren entstehen, wirkt hemmend, so bei Ps. aeruginosa, B. prodigiosum, 
B. typhi und Proteus vulgaris; bei B. coli jedoch soll zufolge STEPHENSON 
u. GALE (1937) die Beeintrachtigung der Desaminierung durch Glucose in 
erster Linie auf einer Hemmung der Enzymbildung wahrend des Wachs- 
tums beruhen. Fiir die Starke der Desaminierung ist aber nicht nur allein 
die C- Quelle, sondern vor allem auch das C: N-Verhdltnis der dargebote- 
nen Verbindungen maBgebend. Mitunter finden sich die durchlaufenen 
Abbauphasen noch in geringer Menge in den Endprodukten vor oder 
lassen sich durch Abfangverfahren sicherstellen. So baut Haemophilus 
parainfluenzae bei Gegenwart von Pyridinnucleotiden sowohl die I- 
Asparaginsiure als auch die 1-Glutaminsiiure zu Essigsiure, CO, und 
NH, ab (J. R. Kier, 1940); im ersteren Falle geht der Abbau tiber die 
Oxalessigsiure, Brenztraubensdure und Acetaldehyd, im zweiten Falle 
sind diesen Zwischenprodukten noch «-Ketoglutarsaure, Bernsteinsaure, 
Fumarsaure und Apfelsiiure vorgeschaltet. 

Die durch Abspaltung von Ameisensiure entstehenden substituierten 
Essigsiuren kénnen — anscheinend aber nur bei den Aminosauren mit 
Ringstruktur — eine Decarboxylierung erfahren; so bilden Anaerobier, 
wie z. B. Clostr. putrificwm und Clostr. Novyi aus Tyrosin iiber Phenyl- 
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essigsiure p-Kresol und aus Tryptophan iiber Indolessigséure Skatol, 
wobei jedoch auch mit der Méglichkeit einer thermischen CO,-Abspaltung 
bei der Wasserdampfdestillation gerechnet werden muB. 

Ferner lieferten in den Versuchen von STONE u. MACHAMER (1947) 
sulfatreduzierende Stabchenbakterien aus Tyrosin entweder p-Kresol 
oder Phenol, aber niemals beide Verbindungen gleichzeitig. Der zum 
p-Kresol fiihrende Reaktionsweg scheint iiber die p-Oxyphenylessigsiure 
zu verlaufen, wahrend beim Abbau des Tyrosins zum Phenol die ent- 
sprechende Carbonsaure, nimlich die p-Oxybenzoesaure, nicht nach- 
gewiesen werden konnte (STONE u. Mitarb., 1949). Eine alternative 
Bildung von p-Kresol oder Phenol aus Tyrosin ergab sich auch bei 
den durch Upprcrarr (1949) aus marinen Sedimenten abgeschiedenen 
fakultativ anaeroben Pseudomonas-Arten, wobei die Bildung von p- 
Kresol bei alleiniger Darbietung von Pepton oder Kasein unter anaeroben 
Bedingungen erfolgte. Was speziell die Produktion von Phenol betrifft, 
so war diese in den Versuchen von WILLIAMS u. ENGLISH (1950) an 
coliformen Stéammen aus verschmutztem Wasser fiir die zitratnegativen 
Escherichia-Arten charakteristisch. 

Unter den wirksamen Mikroben, die eine dehydrierende Desaminierung 
der g-Aminoséuren zu gesattigten Fettsiuren herbeifiihren, sind vor 
allem Bakterien zu nennen. So konnte eine solche Umsetzung mittels 
ruhender Kulturen von Proteus vulgaris (BERNHEIM u. WEBSTER, 1935), 
Pseudomonas aeruginosa (WEBSTER u. BERNHEIM, 1926), Micrococcus- 
Arten (EHRISMANN, 1937), B. coli und Salmonella Schottmiillert (AARON, 
1934) — im letzteren Falle mit Methylenblau als Acceptor — beobachtet 
werden. Streptococcus-Arten hingegen zeigten ein nahezu negatives Ver- 
halten (EHRISMANN, 1937; EnRISMANN u. DRAMBURG, 1937). Zufolge 
MryaJt (1925) bauen Acetobacter-Arten, wie A. aceti HANSEN, A. Schiitzen- 
bacht und in geringem Ausmabe auch A. xylinum und A. xylinoides die 
|(+-)-Glutaminsiure zu Bernsteinsiure ab. Letztere Reaktion lauft — so 
wie oben beziiglich H. parainfluenzae angegeben — iiber die «-Keto- 
glutarsiure und wird auch durch die Hefe bewirkt, die diese Ketosiiure 
auf enzymatischem Wege iiber die «-Aldehydopropionsiure in Bernstein- 
siiure tiberfiihrt, die sich dann unter den Girungsprodukten findet. 

Die Hauptmenge der Girungsbernsteinsiure diirfte jedoch nicht aus der 
Glutaminsiure des Hefe-Kiweifes, also nicht aus dem Garerreger, sondern viel- 
mehr aus dem Gdrsubstrat stammen, da zufolge KLEINZELLER (1941) die Hefe zur 
Assimilation der CO, nach der Woop-WerKmanschen Reaktion befahigt ist, wobei 
die aus dem Zucker zuniichst entstehende Brenztraubensiure unter Anlagerung 
von CO, in Oxalessigsiure iibergeht, die ihrerseits iiber die Apfel- und Fumarsiure 
zur Bernsteinsiure hydriert wird. 

Uber die Desaminierung durch Schimmelpilze liegen Versuche an 
Penicillium glaucum (WavdA, 1930), an Aspergillus oryzae (UYEMURA, 
1937, 1939) sowie an Asp. niger und verschiedenen Penicillium-Arten vor. 
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3. Desaminierung zu den Oxystiuren mit gleicher Anzahl von C-Atomen. 
Diese Art der Desaminierung findet sich spiiter unter E beschrieben. 


4. Die wirksamen Enzyme (Aminosiiuredesaminasen). 


Diese noch relativ wenig untersuchten Mikroben-Enzyme sind offenbar 
zu den Oxyhydrasen zu rechnen (FRANKE, 1940). Da ihre Reaktion mit 
dem Luftsauerstoff aber blausiureempfindlich ist, werden sie auch als 
Aminosdure-Oxydasen bezeichnet. 


a) l-Aminosaure-Oxhydrase (l-Aminosaure-Oxydase). 

Die bisher in Proteus vulgaris durch BERNHEIM u. WEBSTER (1935) 
sowie in Pseudomonas aeruginosa durch WEBSTER u. BERNHEIM (1926) 
nachgewiesenen Enzyme sind zellgebunden, und ihre Reaktion mit dem 
O,-Acceptor ist HCN-empfindlich. 

Die Desaminase aus Proteus vulgaris wurde durch StumpF u. GREEN 
(1944) genauer untersucht; unter der Wirkung dieses Enzyms erfahren 
die «-Aminosauren bei Abspaltung von NH; eine direkte Oxydation zur 
entsprechenden Ketosaéure, wobei fiir je 1 Mol gebildeten Ammoniaks 
1, Mol Sauerstoff verbraucht wird gema8 der Gleichung 

R-CH(NH,) -COOH + 3/,0, = R-CO- COOH + NH,. 

In gleicher Weise wirkt auch die aus einer Reihe von Schimmelpilzen, 
wie Pen. notatum, Pen. chrysogenum, Pen. expansum und Pen. sangut- 
neum sowie Asp. niger in Form von Aceton-Trockenpraparaten ge- 
wonnene Pilz-l1-Aminos&uredesaminase, die aber zum Unterschied 
von den aus Bakterien und Rattennieren erhaltenen Praparaten die 
kurzkettigen Aminoséiuren rascher desaminiert als die mit langerer, ver- 
zweigter oder substituierter Kette (KNIGHT, 1948). 

Die Pilz-Desaminase wird zum Unterschied von dem gleichartigen 
Enzym des B. coli (GALE, 1943) bei relativ niedrigem px (4—5) gebildet, 
obwohl es seine maximale Wirkung erst bei pu = 8 entfaltet. Zwecks 
Priifung auf Wirksamkeit wurde die Sauerstoff-Aufnahme im WARBURG- 
Apparat untersucht. Die Menge des gebildeten Enzyms hangt vom N- 
Gehalt des Zuchtmediums sowie vom Alter des Mycels ab, das 3—7 Tage 
betragen kann; vom 3. Tag an macht sich meistens schon eine Abnahme 
der Wirksamkeit bemerkbar (KNicHT, 1948). 

Wegen der Spezifitat der tierischen 1-Aminosiureoxyhydrase sei auf 
EpLBACHER u. Graver (1944), betreffend ihren komplexen Aufbau 
(Transaminase-Gehalt) auf die Untersuchungen von BRAUNSTEIN u. 
Mitarb. verwiesen. 

Die Asparaginsdure-, Serin- und Threonin-Desaminase nimmt insofern 
eine Sonderstellung ein, als sie durch Biotin aktiviert wird (LICHSTEIN u. 


Umpreit, 1947). Auf Grund von Versuchen vermuteten LicHSTEIN u. 
33* 
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CHRISTMAN (1948), daB Adenylsiure mit der Bildung eines Co-Enzyms 
in Zusammenhang steht, das Biotin oder eine diesem in seiner Wirkung 
als Wachstumsfaktor gleichkommende Substanz enthalt (LicHsTErn, 
1949). Dieses Co-Enzym konnte nunmehr aus Leber und Hefe mittels 
Papierchromatographie isoliert und als vom Biotin verschieden erkannt 
werden (CHRISTMAN u. LICHSTEIN, 1950). 


b) d-Aminosaure-Oxhydrase (d-Aminosaure-Oxydase). 

Im Gegensatz zu der nur die natiirlichen Aminoséuren dehydrierenden 
1-Aminosiureoxyhydrase ist die auf die d-Formen eingestellte d- Amino- 
siureoxyhydrase schon eingehend untersucht, soweit sie aus tierischen 
Organen stammt. Sie ist zu den sogenannten ,,gelben Fermenten“ zu 
rechnen und demnach ein Alloxan-Adeninproteid (WARBURG u. CHRI- 
STIAN, 1938). Infolge weitgehender Dissoziation desselben kann sowohl 
die prosthetische Gruppe, das Alloxan-adenin-dinucleotid, als auch die 
EiweiBkomponente fiir sich dargestellt werden. Das Dinucleotid lat sich 
am besten aus Bickerhefe gewinnen, die an diesem 10—20 mg je kg ent- 
halt. Die Eiwei8komponente ist aus Hammelnieren erhiltlich (NEGELEIN 
u. BROMEL, 1939). 

Der tierischen d-Aminosiiureoxhydrase weitgehend ahnlich, scheint 
die durch Horowitz (1944) aus Neurospora crassa gewonnene zu sein, da 
durch beide Enzyme von allen Aminosauren Methionin am leichtesten 
angegriffen wird. Auch Emerson, Kyicut u. Puziss (1949) ist es 
gelungen, eine die d-Formen angreifende Pilz-Aminosiiureoxhydrase zu 


erhalten, und zwar aus Penicillium chrysogenum. Ferner konnte auch mit — 


Brucella abortus eine Desaminierung der d-Form einer Aminosiure, 
nimlich des d-Alanins, erzielt werden (GERHARDT, LEVINE u. WILSON, 
1950). 


c) |-Glutaminsiure-Dehydrogenase. 


Kinen speziellen Fall stellt die Glutaminsaiure-Dehydrase dar, die streng 
spezifisch auf 1(+-)-Glutaminsiure eingestellt ist und deren reversible 
Umwandlung iiber die Iminoglutarsiure in die Ketoglutarsiiure kata- 
lysiert (8.482). Als Co-Enzym fungiert bei Bakterien und SproBpilzen die 
Co-Dehydrase IT, wihrend bei den héheren Pflanzen die Co-Dehydrase I 
auftritt; bei Tieren sind beide Agon-Arten anzutreffen. AuBerdem ist 
noch ein Co-Enzym-Faktor sowie ein Cytochrom-System oder ein 
Flavin-Enzym beteiligt (Dewan, 1938). 


5. Umaminierungen. 
Kine Uberfithrung von Aminosiiuren in die entsprechenden «-Keto- 
siuren jedoch ohne Mitwirkung des Luftsauerstoffs findet bei der 
Asparagin- und Glutaminsiure statt, die mit anderen o-Ketosiuren 
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derart reagieren, daB ein Austausch zwischen der HNH,-Gruppe und der 
Ketogruppe, eine sogenannte Umaminierung, eintritt. 

Diese zuerst am tierischen Muskel durch BRAUNSTEIN u. KRITZMANN 
(1937) [vgl. auch BraunsTEIN, 1947] festgestellte Reaktion konnte durch 
ADLER, HeListrém, GUNTHER u. v. EULER (1938) am B. coli und spater 
mittels verschiedener Bakterien-Suspensionen durch LicHsTErn u. 
CoHEN (1945,) am 1-Glutaminsiure-Oxalessigsiiure-Gemisch beobachtet 
werden, das hierbei in «-Ketoglutarsiure und l-Asparaginsiure iiberging. 
Die Reaktion ist bei py = 8,5 und 32°C optimal und geht auch mit 
anderen Ketosiuren vor sich, so mit der Brenztraubensiure, wobei an 
Stelle der Glutaminsiure auch die Asparaginséure Verwendung finden 
kann gema8 der Gleichung 

COOH - CH, - CH(NH,) - COOH + CH, -CO - COOH 


Asparaginsaure Brenztraubensaure 
=COOH - CH, -CO - COOH + CH, - CH(NH,) -COOH 
Oxalessigsaure o-Alanin 


Bei diesen Umaminierungen der Asparagin- und Glutaminséure mit 
«-Ketosaéuren ist ein spezifisches Enzym, eine Aminopherase oder 
Transaminase wirksam. Als deren Co-Enzym ist gemaB den Fest- 
stellungen von LicusTEIN, GUNSALUS u. UmBrerT (1945) Pyridoxal- 
phosphat, das Agon der Aminosiure-Decarboxylase (S. 477) wirksam. So 
konnten die genannten Forscher ein zellfreies Transaminase-Praparat aus 
Streptococcus faecalis R, dessen Co-Enzym durch Alterung und Dialyse an 
Wirksamkeit eingebii8t hatte, durch Hinzufiigung von Pyridoxalphos- 
phat wieder reaktivieren. Die Wirkung dieses Co-Enzyms spielt sich 
— wie schon SCHLENK u. SNELL (1945) vermuteten — derart ab, daB es 
die NH,-Gruppe der Asparagin- bzw. Glutaminsaure unter Bildung von 
Pyridoxaminphosphat iibernimmt, wobei nebenher die betreffende «- 
Ketosadure entsteht; das Pyridoxaminphosphat iibertragt dann unter 
Riickbildung des Pyridoxalphosphats die Aminogruppe auf eine andere 
Ketoséure (GREEN, Letorr u. Nocrro, 1945; Bettamy, UMBREIT u. 
Gunsatvs, 1945). Diese Umaminierung des Pyridoxals la8t sich zufolge 
SNELL (1945) auch auf rein chemischem Wege durch Erhitzen mit 
Glutaminsiure herbeifiihren. Mit einem auf diese Weise gewonnenen 
Praparat konnte die Glutaminsaéure-Asparaginsdiure-Transaminase in 
getrockneten Zellen von Streptococcus faecalis R stimuliert werden, nicht 
hingegen jene aus Schweineherz, auf die jedoch Pyridoxalphosphat 
wirken soll (UmMBREIT, O’ KANE u. GUNSALUS, 1948). 

Da den verschiedenen positiven Befunden iiber die Co-Enzym-Wirkung 
des Pyridoxalphosphats auch negative gegeniiberstehen, z. B. jene von 
Karrer u. Viscontrnt (1947), erscheint demnach derzeit der chemische 
Aufbau des Co-Enzyms der Transaminasen ebensowenig restlos geklart 
wie ihre Wirkungsspezifitat. 
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D. Desaminierung iiber 6-Ketosauren. 


Unter der Annahme der Bildung von £-Ketoséuren als Zwischen- 
produkte liBt sich das Entstehen der um zwei C-Atome armeren Fett- 
siuren und der aus diesen hervorgehenden Kohlenwasserstoffe am ein- 
fachsten erkliren. So sind Bakterien der Coli-, Protews- und Comma- 
Gruppe imstande, aus Tryptophan neben Essigsdure Indolcarbonsaure zu 
bilden und Salmonella-Arten bauen Tyrosin zur p-Oxybenzoesaure und so 
wie Faulnisbakterien zu Phenol ab. 

Auch die von Woops u. CLirron (1937, 1938) beschriebene anaerobe 
Desaminierung von 7 Aminosiiuren durch gewaschene Suspensionen von 
Clostridium tetanomorphum unter Freiwerden von Wasserstoffgas kann am 
leichtesten verstanden werden, wenn man f-Ketosauren — oder un- 
gesittigte Fettsdiuren, die eine B-Oxydation erleiden kénnen — als 
Zwischenprodukte annimmt. Unter Verwendung von Glutaminsiure als 
Ausgangssubstanz wurden die Reaktionsprodukte quantitativ bestimmt 
und daraus die folgende Gleichung errechnet: 

5 COOH - CH, - CH, - CH (NH,) - COOH + 6 H,O 
— 6 CH, - COOH + 2 CH, (CH,), COOH + 5 CO, + H, +5 NH, 

Durch Oxydoreduktion der aus der Glutaminsadure unter Abspaltung 
von 5 Mol NH, zuniachst entstandenen 5 Mol ungesittigten Fettsiuren 
unter Verwendung von 5 Mol Wasser mit darauffolgender Decarboxy- 
lierung der intermediair gebildeten Aldehydsiure (Formylessigsiure) 
entstehen gemaB dem Schema 

5 COOH - CH, - CH : CH - COOH + 5 H,O 

= 5C0, +5 CH, - CHO + 5 CH, COOH 
5 Mol Essigsiiure, 5 Mol CO, und 5 Mol Acetaldehyd, von welch letzteren 
4 Mol durch paarweise Kondensation iiber Acetaldol 2 Mol Buttersaiure 
liefern. Das 5. Mol Acetaldehyd wird unter Verwendung des 6. Wasser- 
molekiils in das 6. Mol Essigsiiure umgesetzt, wobei 1 Mol H,-Gas frei wird: 

CH, -COH + H,0 = CH, - COOH + H,. 


EK. Desaminierung zu «-Oxysauren. 
R - CH, - CH(NH,) - COOH + H,O = R- CH, -CH(OH) - COOH + NH, . 

Es handelt sich jedoch wahrscheinlich nicht — wie es nach dieser 
Bruttogleichung scheint — um eine einfache Hydrolyse, sondern ent- 
weder um eine tiber die Ketosiiure laufende Oxydoreduktion (vgl. oben 
unter C3) oder um eine Hydratisierung der zuniichst entstehenden 
ungesattigten Fettsiiure (Formelbilder auf S. 480). Letzterer Fall liegt 
wohl zumeist bei der Bildung von Apfelsiiure aus Asparaginsiiure vor, 
wobei als Zwischenprodukt Fumarsiure auftritt. Es ist jedoch immerhin 
auch moglich, da diese Umsetzung durch eine einheitliche Hydrolase 
bewirkt werden kann (VirTANEN u. ERKaMa, 1938). 
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Auf diese Weise entstehen aus den «-Amino-Monocarbonsauren sub- 
stituierte Athyliden-Milchsauren. So bilden unter anderem Aceto- 
bacter rancens und A. xylinoides aus |-Tyrosin die |-Oxyphenylmilchsaure 
sowie aus l-Leucin die Isopropylmilchsiure ; letztere Umsetzung wird auch 
durch A. Schiitzenbacht und in geringem Ausma8e auch durch A. vini 
acetate bewirkt. Acetobacter xylinoides ist auBerdem imstande, l-Histidin in 
1-B-Imidazolylmilchsiure und dl-Phenylalanin in 1-Phenylmilchsiure 
tberzufiihren (Mryasr, 1925). Ein solcher ungleicher Angriff auf die 
beiden optischen Antipoden konnte auch beim Tyrosin festgestellt 
werden, dessen d-Form durch Proteus vulgaris und dessen |-Form durch 
Bac. subtilis umgesetzt werden. Die Bildung von Oxysauren durch Faul- 
nisbakterien erfolgt vor allem im alkalischen Milieu, wenn keine andere 
N- Quelle zur Verfiigung steht. 

DaB auch substituierte Aminosiuren auf diesem Wege abgebaut 
werden k6énnen, beweist die durch Haxprip (1950) beobachtete Des- 
aminierung von 3,5-Dibrom-l-Tyrosin durch B. coli zu d-Dibrom-p-oxy- 
phenylmilchsaure. 

AuBer Bakterien kénnen auch Schimmelpilze Aminosiuren in die 
entsprechenden Oxysauren tiberftthren. Auch hier dirfte der tiber die 
a-Ketosiure gehende Reaktionsweg der iblichere sein. So erhielt UyE- 
MURA (1937, 1939) bei Kinwirkung von Asp. oryzae auf Leucin neben der 
a-Oxysaure, der Leucinsaure, auch die zugehorige ~-Ketoisocapronsaure. 
Ferner sprechen die Versuche von Korake, CHIKANO u. IcHrHaARA (1925) 
mit Oospora lactis (syn. Geotrichum candidum SKINNER et al., 1947), die 
z. B. aus |-Tyrosin unter Umkehrung des Drehungssinnes die d-p-Oxy- 
phenylmilchséure lieferten, ebenfalls fiir den Weg iiber die (optisch 
inaktive) «-Ketosaure. 

Eine Weiteroxydation der «-Oxysiuren, vor allem der Leucinsaéure und 
der 1-Phenylmilchsaéure, mittels Enzympraparaten von Mycobacterrum 
tuberculosis und M. smegmatis ist durch RouLet, WYDLER u. ZELLER 
(1946) untersucht worden. 


F. Desaminierung zu gesattigten Fettsiuren mit gleicher 
Anzahl von C-Atomen: 
R- CH, - CH(NH,)- COOH + 2H = R- CH, - CH,+ COOH + NH, 

1. Féulnisbakterien bewirken diese Umwandlung offenbar durch direkte 
Hydrierung der Aminosauren oder der aus diesen zunachst entstehenden 
ungesattigten Fettsiuren (8.482). So wird z. B. Tryptophan durch B. coli, 
Proteus vulgaris oder Clostridium Chauvoei zu Skatolessigsiure des- 
aminiert. Sofern die wirksamen Mikroben das Enzym Hydrogenase 
enthalten, kann elementarer Wasserstoff als H-Donator Verwendung 
finden; auf diesem Wege ist VIRTANEN u. ErKAma (1938) die reduktive 
Desaminierung von Glykokoll, Tryptophan und Ornithin gelungen. 
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Wie Carpon u. BaRKER (1946) feststellten, desaminieren zwei aus 
Meeresschlamm isolierte Anaerobier, Clostridium propionicum und Cl. 
glycinophilum, Aminosauren, und zwar bildet der erstgenannte aus Alanin 
und Serin aber auch aus Lactaten Propionsiure sowie aus Threonin 
Buttersiiure, wiihrend die zweitgenannte Art anscheinend nur Glykokoll 
anzugreifen vermag. Wie durch BARKER u. WIKEN (1948) mit markiertem 
Kohlenstoff (C14) ausgefiihrte Versuche ergaben, fihrt die Butterséure- 
bildung aus Threonin nicht tiber das Acetat, vielmehr wahrscheinlich tiber 
das «-Ketobutyrat. 

2. Essigstiurebakterien sind merkwiirdigerweise ebenfalls imstande, die 
NH,-Gruppe durch H zu ersetzen. So entsteht durch Acetobacter rancens, 
A. xylinoides und in geringerem Ausmafe auch durch A. Schiitzenbachi 
aus 1-Tyrosin die p-Oxyphenylpropionsiure sowie durch A. xylinoides und 
A. Schiitzenbachit aus Glykokoll Essigsiure (Mtyast, 1925). Der hierbei 
eingeschlagene Reaktionsweg ist fraglich. 

3. Die SticKLAND- Reaktion (STICKLAND, 1934, 1935). Gewisse Amino- 
siuren kénnen unter anaeroben Bedingungen eine reduktive Des- 
aminierung erleiden, also als H-Acceptoren dienen, wobei gleichzeitig 
andere Aminosauren als O-Acceptoren bzw. H-Donatoren Verwendung 
finden. Der Weg fihrt wahrscheinlich iiber die ungesattigten Fettsauren 
(vgl. die Formelbilder auf 8.480). Die Gesamtreaktion liBt sich durch 
folgende Gleichung darstellen: 

Ry CHz-CH(NH,)-COOH | |.) _ Ri CH, - CH, - COOH 
R, - CH, -CH(NH,)-COOH ' 7 R,-CH,-CO- COOH 

Als H-Acceptoren, die hierbei in die entsprechenden Fettsauren tiber- 
gehen, sind Glykokoll, 1-Prolin, 1-Oxyprolin, l-Arginin und 1-Ornithin zu 
nennen; als H-Donatoren, die Ketosiuren liefern, kommen in Betracht: 
1-Alanin, 1-Phenylalanin, 1-Valin, 1-Leucin, l-Asparaginsiure und 1- 
Glutaminsaure. Die Ausfiihrung der Reaktion wird am besten in THun- 
BERG-R6éhren vorgenommen, wobei man die Aminosiuren als m/,)-Lésun- 
gen verwendet und die Bakterienzellen in Pufferldsungen suspendiert, 
nachdem man sie im synthetischen Nahrmedium von Finpes u. RicHarD- 
son (1935) herangeziichtet hat. Diese Reaktion wird von Bakterien, 
Sprof- und Schimmelpilzen gegeben, wobei die freiwerdende Energie fiir 
das Wachstum genutzt wird; unter den erstgenannten Mikroben sind vor 
allem die eiweiBabbauenden Anaerobier, wie Clostridium sporogenes 
und Cl. botulinum, anzufiihren, bei denen die StricokLAND-Reaktion 
den Hauptteil der Lebensenergie bestreiten diirfte (StrcKLAND, 1934; 
Woops, 1936). 

Aus Glykokoll wird neben NH, Essigsiiure (StrcKLAND, 1935 2) und aus 
Ornithin 6-Aminovaleriansiure (Woops, 1936) gebildet. Die gleiche 
Saure entsteht auch aus dem 1-Prolin, und zwar durch Ringoffnung, ohne 


4+2NH, 
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daB es zu einer NH,-Abtrennung kommt; das hierbei als H-Donator 
wirkende Alanin wird zu Essigsiiure, NH, und CO, oxydiert: 


H,C—CH, H,C—CH, 


2H [Phen] 
H,C C-COOH ities -H,C C-COOH 
EN 
INES HS Ne Hl 
6-Aminovaleriansaure Prolin 


Wegen anderer Bakterien-Arten, die zur Ausfiihrung der STicKLAND- 
Reaktion befahigt sind, sei auf Nisman, Raynaup u. ConEn (1948) 
verwiesen. 

4. Oxydoreduktionen an der gleichen Aminosdure. Es sind auch Oxydo- 
Reduktionen mit Desaminierung nach Art der StickLaAND-Reaktion 
bekanntgeworden, bei denen — ahnlich wie bei einer Mutasewirkung — 
eine und dieselbe Aminosaure sowohl als Donator als auch als Acceptor 
fiir den Wasserstoff wirkt, indem 2 Molekiile der Aminosadure zur 
Fettsaiure mit gleicher Anzahl von C-Atomen hydriert werden und 
1 Molekiil eine Dehydrierung zur entsprechenden Ketosaure erleidet, die 
dann unter CO,-Abspaltung in die um ein C-Atom armere Fettsaure iiber- 
geht (CARDOoN, 1942; CaRDoN u. Barker, 1946, 1947). So bildet das 
durch CaRpDoNn u. BARKER (1946) aus Meeresschlamm isolierte Clostridium 
propionicum aus Alanin unter Desaminierung und partieller Decarb- 
oxylierung Propionsaure und Essigsiure gemaB der Gleichung 

3 CH, - CH(NH,) - COOH + 2 H,O 

= 3 NH, + 2CH, - CH, -COOH + CH,;-COOH + CO,. 
Serin und Threonin erleiden eine ahnliche Umwandlung unter Bildung 
von Propion- bzw. Buttersaure : 

3 CH,OH - CH(NH,) - COOH + H,0 
= 3 NH, + CH, - CH, -COOH + 2CH,-COOH + 2 CO, 
3 CH, - CHOH - CH(NH,) - COOH + H,O 
— 3 NH, + 2CH,- CH, -CH, -COOH + CH, - COOH +200, 

Die Bildung der Butterséiure aus dem Threonin erfolgt nicht tiber das 
Acetat, wie BARKER u. WIKEN (1948) unter Verwendung von markiertem 
Kohlenstoff (C!*) feststellten. 

Lactate und Pyruvate werden durch Cl. propionicum wie bei der 
Propionsiure-Garung in diese Saure tibergefihrt. 

Der spezifisch auf Glykokoll eingestellte gramnegative Diplococcus 
glycinophilus desaminiert diese Aminosiure gemaf nachstehender 
Gleichung: 

4 CH,(NH,) - COOH + 2H,0 =4NH, +3 CH, - COOH + 200,, 
wobei jedoch der Mechanismus noch nicht geklart erscheint. Denn wie 
Barker, VOLCANI u. Carpon (1948) unter Verwendung von mit C™ 
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gekennzeichneten Glykokoll, CO, und Essigsaure feststellten, stammt das 
gebildete CO, hauptsiichlich aus der Carboxylgruppe des Glykokolls, und 
75° des CH;-Kohlenstoffs sowie 54% des Carboxyl-Kohlenstoffs leiten 
sich vom CH,-Kohlenstoff des Glycins her. Wenigstens 6% des Methyl- 
und 38°% des Carboxyl-Kohlenstoffs des gebildeten Acetats stammten 
aus dem CO,. Zugesetztes Acetat wurde nicht angegriffen. 


G. Offnung der Ringe heterozyklischer Aminosauren. 
Indol- Bildung. 


1. Prolin-Ring. AuGBer der weiter oben erwahnten reduktiven Offnung 
des Prolin-Ringes bei der StrrckLanD-Reaktion ist noch eine solche auf 
oxydativem Wege bekannt, die einer Oxyhydrase, der sogenannten ~ 
Prolinoxydase, zugeschrieben wird; Praparate dieses Enzyms sind bisher 
nur aus Niere und Leber erhalten worden. 


2° Imidazol-Ring im Histidin. Eine Aufspaltung desselben wird durch 
B. coli, Salmonella parathyphi, S. Schottmiilleri sowie Pseudomonas 
fluorescens bewirkt, nicht hingegen durch Proteus vulgaris, wohl aber 
durch ,,ruhende Kulturen‘‘ (gewaschene Suspensionen) von Proteus 
ichtyosmius (NEILSON u. EaGuzs, 1947). In welcher Beziehung das hierbei 
wirksame Enzym zur tierischen Histaminase steht, ist noch nicht geklart. 

Diese letztere stellt eine Diamino-Oxhydrase (Diamino-Oxydase) dar, die vor 
allem in Niere und Darm aber auch in verschiedenen Bakterien-Arten (B. coli, Ps. 
aeruginosa, Ps. fluorescens, B.(Klebs.) pneumoniae, Bac. putrificus, Vibrionen, 
Rauschbranderreger) und Schimmelpilzen (wie Asp. oryzae, Asp. niger, Claviceps 
purpurea) nicht hingegen in Hefen aufgefunden wurde. Wahrend die Histaminase 
aus Tieren und Bakterien auSer Histamin auch Diamine vom Typus des Cadaverins 
abbaut, beschrankt sich die Pilz-Histaminase auf die Bindung des genannten Dia- 
mins, ohne es aber anzugreifen (WERLE, 1941; EnRIsMANN u. WERLE, 1948). 

Das in der Leber vorkommende Enzym Histidase verursacht ebenfalls 
eine Offnung des Imidazol-Ringes, doch scheint dieselbe zu anderen 
Reaktionsprodukten zu fiihren. 


3. Pyrrol-Ring im Tryptophan bzw. Indol. Da in neuerer Zeit die 
Ansicht vertreten wird, daB der Indolbildung eine primaire Offnung des 
Pyrrol-Ringes im Tryptophan vorausgeht, soll der Tryptophan-Abbau 
an dieser Stelle besprochen werden. 

a) Typen des Tryptophan-Abbaues. 


Nach den hierbei auftretenden vornehmlichsten Produkten kann man 
die Bakterien in 83 Gruppen sondern: 


a. Obligate Anaerobier (Clostridium-Arten): Bildung von f-Indolylessig- 
siure neben Skatolessigsiure und eventuell auch Skatol. Das Auftreten des letzteren 
ist sicher bei Clostridium skatol erwiesen (FELLERS u. CLovGH, 1925); in den 
meisten anderen Fallen, in denen Skatol nachgewiesen wurde, diirfte dies erst 
sekundar bei der Wasserdampfdestillation der sauren Lésung aus primar gebildeter 
B-Indolyl-Essigsiure entstanden sein (FRrEBER, 1921). 
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B. Obligate Aerobier (Pseudomonas- und aerobe Bacillus-Arten): Offnung des 
Pyrrol-Ringes im Tryptophan unter Bildung von Anthranilsiure; die gleiche Saure 
bildet Ps. aeruginosa auch aus Indol. Neben der Anthranilsiure konnte KoraKn 
(1933) durch Bac. subtilis aus Tryptophan in Gegenwart von Glycerin die Kynuren- 
Saure erhalten, deren Formel BurenanpT u. Mitarb. (1943) richtigstellten (vgl. 
weiter unten). 

Im tierischen Organismus, in dem die Kynurensaure aus Kynurenin entsteht; 
soll dieser Ubergang durch oxydative Desaminierung tiber o-Amino-benzoyl-brenz- 
traubensaure erfolgen (vgl. Wiss u. Harz, 1949); tiber das wirksame Enzym, die 
Kynureninase, verdanken wir Wiss (1949) nahere Angaben. 

y. Fakultativ anaerobe Bakterien (Coli-, Cloacae-, Proteus-, Comma- 
Gruppe): Bildung von Indol: 


‘S > 
R a ed CH, - CH (NH,) - COOH 


Zo Tryptophan NS 


Gee yo: (Nn / NBs 
Kt J—|-ca, coon K C0 - CH, CH (NH,) COOH K )—CH, CHO 
f-Indoly1-Essigsaure Kynurenin Amino-phenyl-acetaldehyd ° 
+ ON at gl pee 
ma POE PARDO 
K bao cr. we /) coon, vie a i oh 
On 
Ses Anthranilsiure Kynurensaure ee 


b) Endprodukte der Indolbildung aus Tryptophan durch B. colt. 

a) Auf Grund von Versuchen mit ruhenden Kulturen (gewaschenen 
Suspensionen) von B. coli hat Woops (1935) die folgende Umsatz- 
gleichung ermittelt: 


NA 

Bei derartigen Umsatzversuchen kann der Sauerstoff-Verbrauch 
manometrisch, die Tryptophanabnahme nach vAN SLYKE oder colori- 
metrisch und das gebildete Indol colorimetrisch mit EHRLICHs Reagens 
(= p-Dimethylaminobenzaldehyd) (Masa, 1936; Frupms, 1938) oder 
mit 6-Naphthochinonmonosulfonat (HAPpoLp u. Hoyis, 1934) bestimmt 
werden. Unter anaeroben Bedingungen hingegen wandelt B. colt Trypto- 
phan in f-Indolpropionséure um. Hine Bestatigung der Woopsschen 
Ergebnisse hat Masrma (1936) erbracht. 

Wie Evans, Hanptey u. Happoup (1942) feststellten, tiben Glucose 
und einige andere Kohlenhydrate auf die Indol-Bildung in Kulturen des 


J ae Va vaet 
“ | _|_ cn, cr (ve, coon + 21/,0,=\ | _4. sco, + NH, + H,0. 
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Bact. coli eine hemmende Wirkung aus, die sich bis zur Stufe Triose- 
phosphat-Phosphoglycerinester bemerkbar macht. 
B) Beim Arbeiten mit zellfreien, aus Trockenpriparaten von B. coli durch 
Extraktion gewonnenen Lésungen haben jedoch Woop, GUNSALUS u. 
Umpreirt (1947) aus Tryptophan neben Indol und NH, Brenztrauben- 
sdure erhalten gemaB der Gleichung 
on oa | 
K p— CH, - CH (NH,) - COOH + H,0 = L news 4. CH, -CO-COOH + NH,. 

Die Brenztraubensaure ist in den oben erwahnten Versuchen von 
Woops (1935) und Masia (1936) mit Bakterien-Suspensionen anschei- 
nend bis zu CO, und H,O weiteroxydiert worden. 


b) Zwischenprodukte und Reaktionsweg der Indolbildung aus 
Tryptophan. 


Alle vermeintlichen Zwischenprodukte des Tryptophan-Abbaues, wie 
die Indolyl-(Ind.)-Abkémmlinge der Brenztraubensaure, Ind. - CH, -CO- 
_ COOH, der Acrylsiure, Ind.-CH : CH-COOH, der Athylidenmilchsaure, 
Ind. : CH, :CHOH - COOH, der Propionsiure. Ind. -CH,-CH,-COOH, 
der Essigsaure, Ind. - CH, - COOH, oder die Indolcarbonsiiure, Ind. - COOH, 
noch auch das Indolyl-athylamin, Ind.-CH,-CH,NH,, konnten bisher 
weder mit wachsenden Kulturen noch mit Suspensionen oder Trocken- 
praparaten indolbildender Mikroben nachgewiesen oder unmittelbar in 
erheblichem Ausmafe in Indol iibergefiihrt werden (FRIEBER, 1921; 
Sarto, 1933; Haprotp u. Horie, 1935; Woops, 1935). Fiir die Indol- 
bildung ist eben Voraussetzung, daB im Tryptophan die Seitenkette 
und die NH-Gruppe unverindert erhalten sind (Dawns, 1948). 

Um so bemerkenswerter war daher die Feststellung von Kress, 
Harenz u. Eaaieston (1942), da o-Amino-f-phenylathanol durch B. coli 
unter aeroben Verhiltnissen in Indol umgewandelt wird, weshalb die 
genannten Forscher annehmen, daB der biologische Abbau des Trypto-— 
phans beim Indolring beginnt, indem zuniichst ein Oxindol-Derivat 
entsteht, das nach Offnung des Ringes durch Abbau der Seitenkette in 
Amino-phenyl-acetaldehyd iibergeht, aus dem dann Indol gebildet wird. 

c) Das Enzymsystem (Tryptophanoxydase, Tryptophanase). 

Fiir die Uberfiihrung des Tryptophans in Indol wird eine eigene 
Tryptophanoxydase oder Tryptophanase angenommen (HAPPOLD 
u. Hoyie, 1935). Ein Rohpriparat derselben konnte durch Behandlung 
gewaschener Suspensionen von B. coli mit Chloroform und durch Aus- 
fillung mit Athanol sowie Trocknung mit Alkohol-Ather erhalten werden. 
Kine zellfreie Enzymlésung gewannen Dawrs u. Mitarb. (1946) durch 


Extraktion eines Aceton-Praparates mittels eines Borat-Puffers (px = 8 
bis 8,5). 
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Das Rohenzym Tryptophanase erzeugt zufolge Dawns (1948) aus 
Tryptophan unter Verbrauch von 5 Sauerstoff-Atomen Indol; es gehen 
demnach oxydative Prozesse im gleichen Ausmafe vor sich, wie sie durch 
Woops (1935) und Masima (1936) mit gewaschenen Suspensionen von 
B. coli festgestellt worden waren (vgl. die Gleichung auf S. 495). 

Bei der Reinigung des Enzyms durch Dialyse tritt eine Abspaltung des 
Agons (Co-Enzyms) ein. Das gereinigte Pheron (Apo-Enzym) kann durch 
Pyridoxalphosphat wieder reaktiviert werden und wirkt dann anaerob 
auf Tryptophan unter Bildung von je einem Molekiil Indol, Brenz- 
traubensdure und NH. Die gleichen Produkte haben — wie oben bereits 
mitgeteilt wurde — Woops, GunsaLus u. Umpretr (1947) mit zellfreien 
Coli-Lésungen erhalten. Den gleichen Forschern zufolge weist die 
Tryptophanase wohl eine grofe Ahnlichkeit mit dem in Neurospora 
enthaltenen, Tryptophan aus Indol und Serin synthetisierenden Enzym 
auf, ist jedoch mit demselben nicht identisch. 


H. Abbau des Arginins zu Ornithin. 


Der Abbau des Arginins zu Ornithin durch Faéulnisbakterien wurde auf 
die Wirkung des Enzyms Arginase zuriickgefiihrt, das die hydrolytische 
Spaltung des Arginins in Ornithin und Harnstoff katalysiert. DaB jedoch. 
auch noch ein anderer Abbauweg zur Verfiigung steht, hat H1ius (1940) 
unter Verwendung von Staphylokokken und Streptokokken gezeigt, die 
an Stelle von Harnstoff NH, und CO, lieferten, obwohl keine Urease- 
Wirkung vorlag. 
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